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(54) Bezeichnung: PROTEINE UND DEN PROTEINEN ZUGRUNDELIEGENDE DNA-SEQUENZEN MIT FUNKTION BE! 
ENTZUNDUNGSEREIGNISSEN 

(57) Abstract: The invention relates to DNA sequences, which code for at least one PYD domain, to expression vectors, which 
contain DNA sequences of this type, to host cells, which are transformed using expression vectors of this type, to purified gene 
products of said DNA sequences, to antibodies directed against said gene products, and to methods for isolating and/or expressing 
said gene products. The invention also relates to the use of said DNA sequences or of their gene products for treating inflammations. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fur mindestens eine PYD-Domane codieren. Ex- 
pressionsvektoren, die derartige DNA-Sequenzen enthalten, Wirtszellen, die mit derartigen Expressionsvektoren transformiert sind, 
O aufgereinigte Genprodukte der vorgenannten DNA-Sequenzen, Antikorper gegen fiir vorgenannten Genprodukte, sowie Verfahren 
zur Isolierung und/oder zur Expression der vorgenannten Genprodukte. Daruber hinaus betrifift die vorliegende Erfindung die Ver- 
wendung der vorgenannten DNA-Sequenzen oder von deren Genprodukten zur Behandlung von Entziindungsereignissen. 
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Prot;elne iind den Pro-bexnen zugrundelxegende DNA-Seqaenzen 
m±^ Fonkl^xon be± En-bziindungserelgnxssen 

Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fur 
mindestens eine PYD-DomSne codieren, Expressionsvektoren^ 
die derartige DNA-Sequenzen enthalten, Wirtszellen^ die 
itiit derartigen Express ionsvektoren transf ormiert 6ind, 
aufgereinigte Genprodukte der vorgenannten DNA-Sequenzen, 
Antik5rper gegen die vorgenannten Genprodukte, Verfahren 
zur Isolierung und/oder zur Expression der vorgenannten 
Genprodukte und die Verwendung der DNA-Sequenzen oder der 
Genprodukte zur Behandlung von Entziindungsereignissen* 

Proteine weisen einen modularen Aufbau auf, wobei die 
einzelnen Abschnitte von Proteinen strukturell und ggf. 
funktionell selbstandig sind. Diese Abschnitte werden 
Domanen genannt, Proteine mit modularem Aufbau treten 
beispielsweise bei Proteinen der apoptotischen 
Signal transdukt ions kette auf (Aravind et al. (1999) TIBS, 
24, 47-53; Hofmann (1999) Cell. Mol- Life. Sci., 55, 
1113-28) • Fiir die Klasse der apoptotischen 
Signaltransduktionsproteine waren drei Faitd.lien von 
Domanen zu nennen, namlich die Familie der TodesdomSnen 
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(DD), die Familie der Todesef f ektordomanen (DED) und die 
Faitiilie der Caspase-Rekrutierungsdomane (CARD) , die alle 
entfernt miteinander verwandt sind und auch alle einer 
Superfamilie angeh5ren, die typischerweise in ihrer 3- 
dimensionalen Struktur ein Biindel von sechs Helices ("six 
helix bundle") bildet: Zu jenen Proteinen, die eine 
Todesdomane, Todesef fektordomSne und/oder eine CARD- 
Domane aufweisen, gehSren beispielsweise die Proteine 
FLIP, CARDIAK-RIP2, ARC, BcllO, DEDD, wie in den 
Verbffentlichungen von Irmler et al., 1997, Nature, 388, 
190-195; Koseki et al. 1998, Proct. Natl. Acad. Sci. USA, 
95, 5156-60; McCarthy et al. 1998, J. Biol. Chem. 273, 
16968-16975; Stegh, et al., 1998, EMBO J., 17, 5974-86; 
Thome et al., 1999, J. Biol. Chem., 274, 9962-8 gezeigt. 
Wahrend also zahlreiche Proteine, die Domanen der 
strukturellen Superfamilie (Btindel aus sechs Helices) 
aufweisen, in intrazelluiare Signaltransduktionsprozesse 
verwickelt sind, insbesondere aufgrund ihrer Fahigkeit 
zur Assoziieriing mit vor- bzw. in der Signaltransduktion 
nachgeschalteten Proteinen, sind die an der 
Entziindungsreaktion beteiligten Proteine, ebenso wie die 
Form der Signaliibertragung bei inf lammatorischen 
Reaktionen weitgehend unbekarint. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es einerseits, 
solche Proteine (mit ihren TVminosauresequenzen) und ggf. 
den zugrundeliegenden DNA-Sequenzen zu identif izieren, 
die an der EntzQndungsreaktion beteiligt sind, oder aus 
anderem Zusammenhang bekannten Proteinen eine Funktion in 
der Entztindungsreaktionskaskade zuzuweisen und 

andererseits, durch Bestiiraaung der 

Signaltransduktionsmechanismen, Stoffe zur Behandlung 
inflammatorischer Reaktionen zur VerfUgung zu stellen. 

Zur Losung dieser Aufgabe haben die Erfinder zunSchst 
festgestellt, daB PYD-Domanen eine entscheidende Rolle 
bei der intrazelluiaren Weitergabe eines 

inf lammatorischen Signals spielen. Erf indungsgemSB wurde 
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festgestellt, dafi die Domane PYD ebenfalls die Struktur 
des Biindels aus 6 Helices aufweist und dafi sie in ihrem 
Interaktionspotential mit den insoweit strukturell 
verwandten Domanen DED, DD oder CARD vergleichbar ist. 
Darait wird erf indiingsgemaB eine vierte Familie von 
"Sechs-Helix-Bundel"-Domanen (hier als Domane "PYD" 
bezeichnet) , die als Bestandteil von nativen Proteinen 
auftritt, 2ur Verftigung gestellt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher DNA- 
Sequenzen, die fur ein Protein mit mindestens einer PYD- 
DomSne codieren, einschliefilich aller funktionshomologen 
Derivate, Fragmente oder Allele, Insbesondere sind alle 
DNA-Sequenzen mit timfaBt, die mit den erf indungsgemSBen 
DNA-Sequenzen hybridisieren, einschliefilich der jeweils 
im Doppelstrang komplementaren Seqpienzen (Anspruch 1) . 

In Hinblick auf die Hybridisierungsbedingungen wird im 
einzelnen offenbart, dass homologe oder sequenzverwandte 
DNA-Sequenzen aus alien SSugerspezies, einschliefilich 
Mensch, nach gangigen Verfahren durch Homologie-Screening 
durch Hybridisierung mit einer Probe der 
erf indungsgemafien Nukleinsauresequenzen oder Teilen davon 
isoliert werden. Unter funktionellen Aquivalenten sind 
auch Homologe der nativen PYD- Domanen enthaltenden 
Sequenzen, bspw. der in Figur 1 dargestellten Sequenzen^ 
beispielsweise ihre Homologen aus anderen Mammalia, 
verkurzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA oder RNA der 
codierenden und nicht-codierenden DNA-Sequenz zu 
verstehen. 

Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide 
der konservierten Bereiche, die auf dem Fachmann bekannte 
Weise ermittelt werden konnen, verwendet* In jedem Fall 
wird die Verwendung und Funktion von mindestens 15, 
vorzugsweise mindestens 20 AS langen Nukleotidabschnitten 
(auch als solche offenbart) der in Figur enthaltenen 
Nukleotidsequenzen als Primer ftir PCR-Reaktionen oder als 
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Oligonukleotide auf DNA-Chips offenbart. Es kdnnen aber 
auch langere Fragmente der erf indungsgemaBen 
NukleinsSuren oder die vollstandigen Sequenzen fiir die 
Hybridisierung verwendet werden. Je nach der verwendeten 
5 Nukleinsaure-Sequenz (Oligonukleotid, langeres Fragment 
Oder vollstandige Sequenz) bzw. je nachdem, welche 
Nukleinsaureart (DNA oder RNA) far die Hybridisierung 
verwendet werden, varieren diese Standardbedingungen . So 
liegen beispielsweise die Schmelztemperaturen ftir 
10 DNArDNA-Hybride ca. 10 °C niedriger als die von DNA:RNA- 
Hybriden gleicher LSnge. Dnter Standardbedingungen sind 
beispielsweise, je nach NukleinsSure, Temperaturen 
zwischen 42 und 58 *C in einer wafirigen Pufterldsung lait 
einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC = 
IS 0,15 M NaCl, 15 mM Natr iumcitrat , pH 7,2) oder zusatzlich 
in Gegenwart von 50% Formamid, wie beispielsweise 42 "C 
in 5 X SSC, 50% Formamid, zu verstehen. 
Vorteilhafterweise liegen die Hybridisierungsbedingungen 
fttr DNA:DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen 
20 zwischen etwa 20 "C bis 45 "C, bevorzugt zwischen etwa 30 
"C bis 45 "C. Fur DNA: RNA-Hybride liegen die 
Hybridisierungsbedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und 
Temperaturen zwischen etwa 30 °C bis 55 °C, bevorzugt 
zwischen etwa 45 "C bis 55 "C. Diese angegebenen 
25 Temperaturen fur die Hybridisiertmg sind beispielhaft 
kalkulierte Schmelztemperaturwerte fur eine NukleinsStire 
mit einer LSnge von ca. 10.0 Nukleotiden und einem G + C- 
Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die 
experimentellen Bedingtingen ftir die DNA-Hybridisierung 
30 sind in einschlSgigen Lehrbiichem der Genetik, wie 
beispielsweise bei Sambrook et al. r^Molecular Cloning", 
Cold Spring Harbor Laboratory, .1989), beschrieben und 
lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln, 
beispielsweise abhSngig von der LSnge der NukleinsSuren, 
35 der Art der Hybride oder dem G + C-Gehalt berechnen. 
Weitere Informationen zur Hybridisierung kann der 
Fachmann folgenden Lehrbflchern entnehmen: Ausubel et al. 
(eds), 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John 
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Wiley & Sonsr New York; Haiaes and Higgins (eds) ^ 1985, 
Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach^ IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed) , 
1991, Essential Molecular Biology: A Practical Approach, 
5 IRL Press at Oxford University Press, Oxford, 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm werden solche 
erf indungsgemaBen DNA-Sequenzen offenbart, ftir die sich 
ein Signif ikanzniveau von p<10"^ ergibt, wenn die PYD- 

10 Domane einer Ziel-DNA-Sequenz (also einer potentiell 
erf indungsgemaBen DNA-Sequenz) mit einem Suchprofil nach 
Figur 3 verglichen wird (Anspruch 2) . In Hinblick auf die 
diesbeziigliche experimentelle Vorgehensweise wird auf die 
Verof f entlichung von Bucher et al. (1996, Computer Chem. , 

15 20, 3-24) und auf die entsprechenden Erlauterungen in der 
of fengelegten deutschen Patentanmeldung DE 197 13 393.2- 
41 verwiesen, die beide insoweit Bestandteil der 
Offenbarung der vorliegenden Anmeldung sind. 

20 In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden DNA- 
Sequenzen offenbart, deren Genprodukt eine der 
Aminosauresequenzen (ftir eine PYD-DomSne) , wie in Figur 6 
wiedergegeben, einschlieBlich aller funktionshomologen 
Derivate, Allele oder Fragmente, enth^lt, 

25 Vorteilhaf terweise weisen derartige Derivate oder Allele 
eine Sequenzhomologie von mindestens 80%, vorzugsweise 
von mindestens 90% und noch starker bevorzugt von 
mindestens 95% und am starksten bevorzugt von mindestens 
98% mit der vorgenannten Sequenz auf* Auch mit diesen 

30 erf indungsgemaBen DNA-Sequenzen hybridisierende DNA- 
Sequenzen (einschlieBlich der Sequenzen des 

komplementaren DNA-Stranges) sind mitoffenbart (Anspruch 
3). 

35 Bevorzugt sind weiterhin DNA-Sequenzen, die eine der in 
Figur 1 angegebenen (c) DNA-Sequenzen enthalten (Anspruch 
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4) . Im Zuge der erf indungsgemaJien Feststellungen wurde 
namlich herausgefunden, daB erf indungsgeraalie DNA- 
Sequenzen ftir zahlreiche Proteine (Aminosauresequenzen) 
mit einer PYD-DomSne codieren, die insbesondere auch am 
.5 ggf. pathophysiologischen Inf lammationsgeschehen 

beteiligt sind. Diese DNA-Sequenzen (einschlielilich der 
entsprechenden Aminosauresequenzen) sind in Fig. 1 
dargestellt. Hierzu gehoren, wie in Figur 1 jeweils mit 
Codierungsnummer dargestellt, die Proteine Pyrin (siehe 
10 entsprechende Protein- bzw. cDNA-Sequenzen gemaB Fig. 1, 
Codierungsnummer 1.2), Pycard (Protein und cDNA-Sequenz, 
Codierungsnummer 1.3), Pyc (Proteinsequenz und cDNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.1), NALPl (Proteinsequenz und 
cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.4), NALP2 ((alter Name 
15 Py7) mit Protein- und einer DNA-Sequenz, Codierungsniammer 
1.5), NALP3 ((alter Name PY5) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz,. Codierungsnummer 1.6), NAI.P4 ((alter Name PY6) 
mit Proteinsequenz und DNA-Sequenz, Codierungsnximmer 
1.7), NALP5 ((alter Name Py8) mit Proteinsequenz und DNA- 
20 Sequenz, Codierungsnummer 1.8), N2VLP6 ((alter Name PY9> 
mit Proteinsequenz und DNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.9), PYIO (mit Protein- und DNA-Sequenz, 

Codierungsnxiramer 1.10), NALP7 ((alter Name Pyll) mit 
Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.11), 
25 NALP8 ((alter Name Pyl2) mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.12), NALP9 ({alter Name Pyl3) 
mit Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, Codierungsnvuraner 
1.13), NALPIO ((alter Name Pyl4) mit Protein- und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.14), NALPll ((alter Name 
30 Pyl5) mit Protein- und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 
1.15), Pyl6 ((von der Maus) , mit Proteinsequenz und DNA- 
Sequenz, Codierungsnummer 1.16), NALP13 ((alter Name 
Pyl7), mit Protein- und CDNA-Sequenz, Codiertangsnummer 
1.17), NALP14 ((alter Name Pyl8) , von der Maus, mit 
35 Protein- und cDNA-Sequenz, Codierungsnummer 1.18), NALP15 
((alter Name Pyl9) mit Protein- und partieller DNA- 
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Sequenz^ Codierungsntunmer 1-19), NALP12 {(alter Name 
Py20) , von der Maus, init. Proteinsequenz und cDNA-Sequenz, 
Codierungsnummer 1.20). Die vorgenannten Sequenzen sind 
samtlich in Figur 1 aufgetragen und dort unter den 
5 vorgenannten Bezeichnungen bzw. den Codierungsniunmern 
auffindbar. Die zusaiQmengeh5rigen, d. h. unter einer 
Codierungsnummer zusammengef aBten DNA- und 

Proteinsequenzen sind jeweils durch gepunktete Linien im 
Fettdruck von der nachsten Einheit getrennt. Figur 1 
10 umfaBt 22 durchnxamerierte Seiten. Damit handelt es sich 
bei einem weiteren bevorzugten Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung um DNA-Sequenzen, die fttr eines 
der in Figur 1 dargestellten Genprodukte (d.h. fur eine 
der in Figur 1 enthaltenen AiainosSuresequenzen) codieren 
Oder DNA-Sequenzen, die zumindest in einem Abschnitt der 
Gesamtsequenz ftir eine der in Figur 1 angegebenen 
Aminos auresequenzen codieren (Anspruch 5) . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Expressionsvektoren, die eine erfindungsgemaUe DNA- 
Sequenzr bspw. wie zuvor offenbart oder gemaB AnsprUchen 
1 bis 5 beansprucht, enthalten (Anspruch 6) . Derartige 
indungsgemaBe Expressionsvektoren (bspw . Plasmide ) 
enthalten neben mindestens einer erf indungsgemaBen DNA- 
Sequenz typischerweise auch Promotor-Bereiche und 
Terminator-Bereiche , ggf . auch Marker-Gene (bspw . 
Antibiotika-Resistenz-Gene) und/oder Signalsequenzen zum 
Transport des translatierten Proteins. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Wirtszellen, die mit einem erf indungsgemaBen Expressions- 
vektor transformiert warden (Anspruch 7). Als geeignete 
Wirtszellen zur Klonierung oder Exprimierung der 
erfindungsgemafien DNA-Sequenzen kommen Prokaryotenhefen 
Oder h5here eukaryotische Zellen in Frage. Bei Prokaryoten 
sind Gram-negative oder Gram-positive Organismen 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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ausdrticklich eingeschlossen. Zu nennen ist hier E.coli 
Oder Bazillen. Als bevorzugte Wirtszellen zur Klonierung 
der erfindungsgemalien DNA-Sequenzen werden die Stainme 
E.coli 294, E.coli B und E.coli X1776 sowie E.coli W3110 
Offenbart. Bei den Bazillen stehen Bazillus subtilis. 
Salmonella typhimuriiam oder ahnliche. Wie oben bereits 
erwahnt, enthalten die Expressionsvektoren typischerweise 
eine Signalsequenz zum Transport des Proteins in das 
Kulturmedium, so werden prokaryotische Zellen eingesetzt 
werden. Neben Prokaryoten kommen auch eukaryotische 
Mikroben als Wirtszellen, die mit dem Expressionsvektor 
transfiziert worden sind, in Frage. So etwa kSnnen 
filamentdse Pilze oder Hefen als geeignete Wirtszellen far 
die erfindiingsgemaBen DNA-Sequenzen codierende Vektoren 
eingesetzt werden. Zu nennen ist vor allem Saccharomycis 
cirevesiae oder die gew6hnliche BSckerhefe (Stinchcomb et 
al.. Nature, 282:39, (1997)). 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform werden jedoch zur 
Expression von erf indungsgemafien DNA-Sequenzen Zellen aus 
multizelluiaren Organismen gewShlt. Dies geschieht auch 
vor dena Hintergrund einer mSglicherweise erf orderlichen 
Glykosilierung der codierten Proteine. Diese Funktion kann 
in hSheren Eukaryotenzellen - im Vergleich zu 
Prokaryotenzellen - in geeigneter Weise ausgefahrt werden. 
Im Prinzip ist jede hShere eukaryotische Zellkultur als 
Wirtszelle verfiigbar, wenn auch Zellen von SSugern, 
beispielsweise Affen, Ratten, Hamstern oder Menschen, ganz 
besonders bevorzugt sind. Dem Fachmann ist eine Vielzahl 
von etablierten Zellinien bekannt. In einer keineswegs 
abschlieBenden Auf zahlung werden die folgenden Zellinien 
genannt: 293T (Embryonennierenzellinie) , (Graham et al., 
J. Gen. Virol., 36:59 (1997)), BHK 

(Babyhamsternierenzellen) , CHO (Zellen aus den 
Hamsterovarien) , (Urlaub und Chasin, P. N. A. S. (OSA) 
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77:4216, (1980)), HeLa (hxamane Cervixkarzinomzellen) und 
weitere Zellinien. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind mit Expressions- 
vektoren, die die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen aufwei- 
sen, vorzugsweise Zellen des saugetieriinraunsystems, vor 
allem des hiHnanen Iitonunsystenis, transfiziert (Anspruch 8). 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung sind die 
Genprodukte der erf indungsgemafien DNA-Sequenzen (Anspruch 
9) • Unter Genprodukten versteht man im Sinne dieser 
Erfindung sowohl Primartranskripte, also RNA, vorzugsweise 
mRNA, als auch Proteine bzw. Polypeptide, insbesondere in 
aufgereinigter Form (Anspruch 10) . Diese Proteine weisen 
erfindungsgemSB mindestens eine PYD-Domane auf und 
regulieren Oder transportieren insbesondere 

inflammatorische Signale. Bevorzugt ist ein auf gereinigtes 
Genprodukt dann, wenn es eine der in Figur 7 angegebenen 
Aminosauresequenzen (fur eine PYD-Domane), einschliefilich 
aller f unktionshomologen Allele, Fragmente oder Derivate 
enthalt. Zu den erf indungsgemafien Proteinen gehSren aber 
auch all jene Proteine, die sich von erf indungsgemafien 
DNA~Derivaten, DNA-Fragmenten oder DNA-Allelen ableiten* 

Daruber hinaus konnen die erfindungsgemafien Proteine 
chemisch modifiziert sein. So etwa kann eine Schutzgruppe 
am N-Terminus vorliegen. Es k5nnen Glykosylgruppen an 
Hydroxyl- oder Aminogruppen angeftigt sein, Lipide 
(insbesondere Fettsauren, bspw. Myristyl- oder 
Palmitylsaure) kSnnen kovalent mit dem erfindungsgemafien 
Protein verbunden sein, ebenso Phosphate oder 
Acetylgruppen und ahnliches. Auch beliebige cheitd^sche 
Substanzen, Verbindungen oder Gruppen k5nnen auf einem 
beliebigen Syntheseweg an das erfindungsgemafie Protein 
gebunden sein. Auch zusatzliche Aminosauren, z.B. in Form 
einzelner Aminosauren oder in Form von Peptiden oder in 
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Form von Proteindomanen und ahnliches, k5nnen mit dem 
und/oder C-Terminus fusioniert sein. Insbesondere sind 
hier sogenannte Signal- oder "Leader" -Sequenzen am N- 
Terminus der erf indungsgemafien Aminosauresequenz 
5 vorliegen, die das Peptid cotranslational oder 
posttranslational in eine bestiirante Zellorganelle oder in 
den extrazellularen Raum (bzw. das Kulturmedium) fuhren. 
Am N- Oder am C-Terminus konnen auch J\minosauresequenzen 
vorliegen^ . die als Antigen die Bindung der 
10 erf indungsgemSBen Aminosauresequenz an Antikorper 
erlauben. Zu nennen ist hier insbesondere das Flag-Peptid, 
dessen Sequenz im Einbuchstabencode der Aminosauren 
lautet: DYKDDDDK oder auch His-Tags (mindestens 5^ 
vorzugsweise mindestens 6 His-Reste) . Diese Sequenz hat 
15 stark antigene Eigenschaften und erlaubt somit eine 
schnelle Oberpriifung und leichte Reinigung des 
rekombinanten Proteins. Monoklonale Antikorper, die das 
Flag-Peptid binden, sind von der Firma Eastman Kodak Co., 
Scientific Imaging Systems Division, New Haven, 
20 Connecticut erhSltlich. Die erf indungsgemSBen DNA- 
Sequenzen kSnnen auch in zahlreichen Exons, die durch 
Introns voneinander getrennt sind, auf dem Strang des 
Erbinformationsmolekttls abgelegt sein. Damit geh5ren auch 
alle denkbaren SPLICE-Varianten (auf mRNA-Ebene) als 
25 Genprodukte zum erf indungsgemaBen Gegenstand. Auch die von 
diesen verschiedenen SPLICE-Varianten codierten Proteine 
unterf alien dieser Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
30 ein Antikarper, der ein Epitop auf einem 
erf indungsgemaBen Genprodukt, insbesondere einem 
erf indungsgemaBen Protein, erkennt (Anspruch 12) . Der 
Begriff "AntikSrper" umfaBt i.S. der vorliegenden 
Erfindung sowohl polyklonale AntikSrper als auch 
35 monoklonale Antikarper (Anspruch 13), chimarische 
Antikarper, anti-idiotypische Antikarper (gerichtet gegen 
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erf indungsgemafie Antikorper) , die alle in gebundener oder 
loslicher Form vorliegen und ggf. durch "Label" markiert 
sein konnen, sowie auch Fragmente der vorgenannten 
Antikorper. Neben den Fragmenten von erf indungsgemafien 
5 Antikorpern in Alleinstellung konnen erf indungsgemaBe 
Antikorper auch in rekombinanter Form als Fusionsproteine 
mit anderen (Protein) -Bestandteilen auftreten. Fragmente 
als solche oder Fragmente von erf indungsgemaBen 
Antikorpern als Bestandteile von Fusionsproteinen werden 
10 typischerweise durch die Methoden enzymatischer Spaltung, 
der Protein-Synthese oder die dem Fachmann gelaufigen 
Rekombinationsmethoden hergestellt • 

Bei den polyklonalen Antikarpern handelt es sich um 
heterogene Mischungen von Antikorpermolektilen, die aus 

15 Seren von Tieren hergestellt werden^ die mit einem 
Antigen immunisiert worden sind. Ein monoklonaler 
Antik5rper enthalt eine im wesentlichen homogene 
Population von Antikorpern, die spezifisch gegen Antigene 
gerichtet sind, wobei die Antikorper im wesentlichen 

20 gleiche Epitop-Bindungsstellen aufweisen. Monoklonale 
Antikdrper kdnnen durch die im Stand der Technik 
bekannten Verfahren erhalten werden (z. B. Kahler und 
Milstein^ Nature, 256, 495-397, (1975); US-Patent 
4,376,110; Austtbel et al., Harlow und Lane "AntikSrper": 

25 Laboratory Manual, Cold Spring, Harbor Laboratory 
(1988)). Die in den vorgenannten Literaturstellen 
enthaltene Beschreibung wird als Bestandteil der 
vorliegenden Erfindung in die Offenbarung der 
vorliegenden Erfindung einbezogen. Erf indungsgemaBe 

30 Antikorper konnen einer der folgenden 

Immunglobulinklassen angehoren: IgG, IgM, IgE., IgA, GILD 
und ggf. einer Unterklasse der vorgenannten Klassen. Ein 
Hybridom-Zellklon, der erf indungsgemaBe monoklonale 
Antikorper produziert, kann in vitro, in situ oder in 

35 vivo kultiviert werden. Die Herstellung von groISen Titern 
an monoklonalen Antikorpern erfolgt vorzugsweise in vivo 
Oder in situ. 
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Bei den erf indungsgemafien chimSrische AntikSrpern handelt 
es sich xaa Molekule, die verschiedene Bestandteile 
enthalten, wobei diese sich aus verschiedenen Tierarten 
ableiten (z. B. Antikorper, die eine variable Region, die 
aus einem MSuse-monoklonalen Antikorper abgeleitet ist, 
und eine konstante Region eines hiimanen Immunglobulin 
aufweisen) . Chimarische AntikSrper werden vorzugsweise 
eingesetzt, um einerseits die Immunogenizitat bei der 
Anwendung zu reduzieren und andererseits die Ausbfeuten 
bei der Produktion zu erhQhen, z.B. ergeben murine 
monoklonale AntikSrper habere Ausbeuten aus Hybridom- 
Zellinien, ftihren aber auch zu einer hSheren 
Immunogenizitat beim Menschen, so daB human/murine 
chimarische AntikQrper vorzugsweise eingesetzt werden. 
Chimarische AntikSrper \ind Verfahren zu ihrer Herstellung 
sind aus dem Stand der Technik bekannt (Cabilly et al., 
Proc. Natl. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984); Morrison et 
al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 81:6851-6855 (1984); 
Boulianne et al. Nature 312 643-646 (1984); Cabilly et 
al., EP-A-125023; Neuberger et al.. Nature 314: 268-270 

(1985) ; Taniguchi et al., EP-A-171496; Morrion et al., 
EP-A-173494; Neuberger et al., WO 86/01533; Kudo et al., 
EP-A-184187; Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066-1074 

(1986) ; Robinson et al., WO 87/02671; Liu et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci USA 84:3439-3443 (1987); Sun et al., 
Proc, Natl. Acad. Sci USA 84:214218 (1987); Better et 
al.. Science 240: 1041-1043 (1988) und Harlow und Lane, 
AntikSrper: A Laboratory Manual, wie oben zitiert. Diese 
Zitatstellen werden als zur Offenbarung geharig in die 
vorliegende Erfindung einbezogen. 

Ganz besonders bevorzugt wird ein solcher 
erfindungsgemaBer T^tikorper gegen einen Sequenzabschnitt 
auf • ,der PYD-Domane als Epitop gerichtet sein (Anspruch 
14) . 

Ein erfindungsgemafier anti-idiotypischer Antikorper ist 
ein Antikerper, der eine Determinante, die im allgemeinen 
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mit der Antigenbindungsstelle eines erf indungsgeinaBen 
Antikorpers assoziiert ist, erkennt. Ein anti- 
idiotypischer Antikorper kann durch die Immunisierung 
eines Tieres der gleichen Art und des gleichen 

5 genetischen Typs (z*B. eines Mausestamms) als 
Ausgangspunkt fiir einen monoklonalen Antikorper, gegen 
welchen ein erf indungsgemafier anti-idiotypischer 
Antikorper gerichtet ist, hergestellt werden. Das 
immunisierte Tier wird die idiotypischen Determinant en 

10 des iinmunisierenden AntikSrpers durch die Produktion 
eines AntikQrpers, der gegen die idiotypischen 
Determinant en gerichtet ist (namlich ein 

erfindungsgemaBer anti-idiotischer AntikSrper) , erkennen 
(U.S. 4,699,880). Ein erf indungsgemafier anti- 

15 idiotypischer Antikorper kann auch als Immunogen 
eingesetzt werden, um eine Immunantwort in einem weiteren 
Tier hervorzuruf en und \am dort zur Produktion eines sog. 
anti-ant i-idiotypischen AntikSrpers zu ftihren. Der anti- 
anti-idiotypische Antikorper kann^ muB aber nicht, 

20 beziiglich seiner Epitop-Konstruktion identisch mit dem 
originaren monoklonalen Antikorper sein^ der die anti- 
idiotypische Reaktion hervorgeruf en hat. Auf diese Weise 
konnen durch die Verwendung von gegen idiotypische 
Detemninanten eines monoklonalen Antikorpers gerichtete 

25 AntikSrper andere Klone, die Antikorper von identischer 
Spezifitat exprimieren, identifiziert werden. 

Monoklonale AntikSrper, die gegen erf Indungsgemafie 
Proteine, Analogs, Fragmente oder Derivate dieser 
erfindungsgemaBen Proteine gerichtet sind, konnen 
30 eingesetzt werden, xam die Bindung von anti-idiotypischen 
Antikoxrpern in entsprechenden Tieren, wie z. B. der 
BALB/c Maus, zu induzieren. Zellen aus der Milz einer 
solchen immunisierten Maus k5nnen verwendet werden, um 
anti-idiotypische Hybridom-Zellinien, die anti- 

cs idiotypische monoklonale Antikorper sekretieren, zu 
produzieren. Weiterhin konnen anti-idiotypische 

monoklonale Antikorper auch an einen Trager gekoppelt 
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werden (KLH, "keyhole limpet hemocyanin" ) und dann 
verwendet werden, um weitere BALB/c-Mause zu 
immunisieren. Die Sera dieser Mause enthalten dann anti- 
ant i-idiotypische AntikSrper, die die 
5 Bindungseigenschaften der originSren monoklonalen 
Antikorper haben und spezifisch ftir ein Epitop des 
erfindungsgemaiien Proteins oder eines Fragments oder 
Derivats von demselben sind. Die anti-idiotypischen 
monoklonalen Antikarper haben auf diese Weise ihre 
10 eigenen idiotypischen Epitope oder "Idiotope", die 
strukturell mit dem zu untersuchenden Epitop ahnlich 
sind. 

Die Bezeichnung "Antikdrper" soil sowohl intakte Molekaie 
als auch Fragmente derselben einschliefien, z.B. Fab und 

15 F(ab')2- Fab und F(ab' )2-Fragmente entbehren eines Fc- 
Fragments, wie etwa in einem intakten Antikorper 
vorhanden, so daB sie im Blutkreislauf schneller 
transportiert werden k5nnen und vergleichsweise weniger 
nicht-spezifische Gewebsbindung als intakte Antikorper 

20 aufweisen. Hierbei wird hervorgehoben, dafi Fab und F{ab')2 
Fragmente von erf indungsgemaBen Antikorpern bei der 
Detektion und Quantif izierung von erfindungsgemSBen 
Proteinen eingesetzt werden kSnnen. Seiche Fragmente 
werden typischerweise durch proteolytische Spaltung 

25 hergestellt, indem Enzyme, wie z. B. Papain (zur 
Herstellung von Fab-Fragmenten) oder Pepsin (zur 
Herstellung von F(ab')2/ Fragmenten) verwendet werden. 

ErfindungsgemSBe Antikorper, einschlieBlich der Fragmente 
von diesen AntikSrpern, kOnnen zur quantitativen oder 

30 qualitativen Detektion von erfindungsgemafeem Protein in 
einer Probe eingesetzt werden oder auch zur Detektion von 
Zellen, die erf indungsgemafie Proteine exprimieren und 
ggf. sekretieren. Die Detektion kann mit Hilfe von 
Immunofluoreszenz-Verfahren erreicht werden, die 

35 Fluoreszenz-markierte AntikSrper in Kombination mit 
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Lichtmikroskopie^ FluBzytometrie oder f luorometrischer 
Detektion durchgefuhrt werden. 

Erf indungsgemaBe Antikorper (oder Fragmente dieser 
Antikorper) eignen sich ftir histologische Untersuchungen, 

5 wie z.B. im Rahmen der Iinmunof luoreszenz oder 
Immunoelektromikroskopie, ftir die in situ Detektion eines 
erfindungsgemaBen Proteins. Die in situ Detektion kann 
dadurch erfolgen, dafi eine histologische Probe von einem 
Patienten genommen wird und markierte erf indungsgemaBe 

10 Ttotikorper zu einer solchen Probe hinzugegeben werden* 
Der Antikorper (oder ein Fragment dieses Antikorpers) 
wird in markierter Form auf die biologische Probe 
aufgetragen. Auf diese Weise ist es nicht nur m5glich, 
die Anwesenheit von erf indungsgemaBem Protein in der 

15 Probe zu bestimmen^ sondern auch die Verteilung des 
erfindungsgemaBen Proteins in dem untersuchten Gewebe. 
Bei der biologischen Probe kann es sich um eine 
biologische Fliissigkeit/ ein Gewebeextrakt, geerntete 
Zellen, wie z. B. Immunzellen oder Herzmuskel- oder 

20 Leberzellen, oder allgemein um Zellen, die in einer 
Gewebe kultur inkubiert worden sind, handeln. Die 
Detektion des markierten Antik63qpers kann je nach Art der 
Markierung durch im Stand der Technik bekannte Verfahren 
(z. B. durch Fluoreszenzverfahren) erfolgen. Die 

25 biologische Probe kann aber auch auf einem 
Festphasentrager^ wie z. B. Nitrocellulose oder ein 
anderes Tragermaterial, aufgetragen werden, so dafi die 
Zellen, Zellteile oder loslichen Proteine immobilisiert 
werden. Der Trager kann dann lait einem geeigneten Puffer 

30 ein- Oder mehrfach gewaschen werden, wobei nachfolgend 
mit einem detektierbar markierten Antikorper nach der 
vorliegenden Erfindung behandelt wird. Der 

Festphasentrager kann dann mit dem Puffer ein zweites Mai 
gewaschen werden, um nicht-gebundenen Antikorper zu 

35 beseitigen. Die Menge an gebundener Markierung auf dem 
Festphasentrager kann dann mit einem herk5mmlichen 
Verfahren bestimmt werden. 
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Als Trager eignen sich insbesondere Glas, Polystyrol, 
Polypropylene Polyethylen, Dextran^ Nylon-Amylasen, 
naturliche oder modif izierte Zellulosen^ Polyacrylamide 
und Magnetit. Der Trager kann entweder bedingt loslichen 
5 Oder unloslichen Charakters sein^ urn die Bedingungen nach 
MaUgabe der vorliegenden Erfindung zu erf alien. Das 
Tragermaterial kann beliebige Formen einnehmen, z. B. in 
Form von Kugelchen ("beads")/ oder zylindrisch oder 
spharisch sein, wobei Polys tyrol-Kttgelchen als Trager 
10 bevorzugt sind. 

Eine detektierbare Antikorpermarkierung kann auf 
verschiedene Weise erfolgen. Beispielsweise kann der 
Antikorper an ein Enzym gebunden werden, wobei das Enzym 
schlielilich in einem Immunoassay (EIA) eingesetzt werden 

15 kann. Das Enzym kann dann spater mit einem entsprechenden 
Substrat reagieren, so daB eine chemische Verbindung 
entstehte die auf eine dem Fachmann gelSufige Art und 
Weise detektiert und ggf. quantif iziert werden kann, z. 
B. durch Spektrophotometrie, Fluorometrie oder andere 

20 optische Verfahren. Bei dem Enzym kann es sich um Malat- 
Dehydrogenase , St aphylokokken-Nuklease , delta-5-Steroid 
Isomerase^ Hef e-alkohol-Dehydrogenase, alpha- 

Glycerophosphat-dehydrogenase/ Triosephosphat isomer ase, 
Meerrettich-Peroxidase^ alkalische Phsophatase^ 

25 Aspariginase , Glucoseoxidase , beta-Galactosidase , 

Ribonuklease, Urease, Katalase, Glucose- 6-phosphat- 
Dehydrogenase, Glucoamylase oder Acetylcholinesterase 
handeln. Die Detektion wird dann Ober ein chromogenes 
Substrat, das spezifisch fur das fUr die Markierung 

30 eingesetzte Enzym ist, ermSglicht und kann schlieBlich 
z.B. tiber Sichtvergleich des durch die Enzymreaktion 
umgesetzten Substrat s im Vergleich zu Kontrollstandards 
erfolgen. 

Weiterhin kann die Detektion durch andere Immunoassays 
35 sichergestellt werden, z.B. durch radioaktive Markierung 
der Antikorper oder Antikorperf ragmente (also durch einen 
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Radioimmunoassay (RIA; Laboratory Techniques and 
Biochemistry in Molecular Biology^ Work^ T. et al. North 
Holland Publishing Company, New York (1978) . Das 
radioaktive I sot op kann dabei durch die Verwendung von 
Szintillationszahlern oder durch Autoradigraphie 
detektiert und quantif iziert werden. 

Fluoreszierende Verbindungen konnen gleichfalls zur 
Markierung eingesetzt werden, beispielsweise Verbindungen 
wie Fluorescinisothiocyanat, Rhodamin/ Phyoerythrin^ 
Phycocyanin, Allophycocyanin^ o-Phthaldehyd und 
Fluorescamin. Auch f luoreszensemittierende Metalle^ wie 
z. B, ^^^E Oder andere Metalle aus der Lanthanid-Gruppe^p 
kannen eingesetzt werden* Diese Metalle werden an den 
Antik5rper aber Chela tgruppen^ wie z. B. 
Diethylentriaminpentaessigsaure (ETPA) oder EDTA 

angekoppelt. Weiterhin kann der erf indungsgemaBe 
Antikorper iiber eine mit Hilfe von Cheitiilxunineszenz 
wirkende Verbindung angekoppelt werden. Die Gegenwart des 
Chemilumineszenz-markierten Antik5rpers wird dann tiber 
die Lumineszenzr die im Verlauf einer chemischen Reaktion 
entsteht, detektiert. Beispiele fur derartige 
Verbindungen sind Liminol, Isoluminol/ Acridiniumester, 
Imidazole Acridiniumsalz oder Oxalatester. GleichermaBen 
k5nnen auch biolumineszente Verbindungen zxam Einsatz 
kommen. Blolumineszenz ist eine Unterart der 
Chemilumineszenz, die bei biologischen Systemen 
vorgefunden wird, wobei ein katalytisches Protein die 
Effizienz der chemilumineszenten Reaktion verstarkt. Die 
Detektion des biolumineszenten Proteins erfolgt wiederum 
liber die Lumineszenz^ wobei als biolumineszente 
Verbindung beispielsweise Luciferinr Luciferase oder 
Aecjuorin in Betracht kommen. 

Ein erf indungsgemaBer Antikorper kann fur die Verwendung 
in einem immunometrischen Assay, auch bekannt als "two- 
site" Oder "sandwich" Assay, zur Anwendung gelangen. 
Typische immunometrische Assay-Systeme schlieBen sog. 
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"Vorwarts" -Assays ein, die sich dadurch auszeichnen, dafi 
erfindungsgemSBe Antikbrper" an ein Festphasensystem 
gebunden sind und dafi der AntikSrper mit der Probe, die 
untersucht wird, auf diese Weise in Kontakt gebracht 

5 wird. Derart wird das Antigen aus der Probe durch die 
Bildung eines binaren Festphasen-AntikSrper-Antigen— 
Komplexes aus der Probe isoliert. Nach einer geeigneten 
Inkxibationszeit wird der feste Trager gewaschen, irni den 
verbleibenden Rest der fiassigen Probe zu beseitigen, 

10 einschliefilich des ggf. nicht gebiandenen Antigens, und 
daraufhin mit einer LOsung in Kontakt gebracht, die eihe 
unbekannte Menge an markiertem Detektionsantikarper 
enthait. Der markierte AntikOrper dient hierbei als sog. 
Reporter-Molektil . Nach einer zweiten Inkubationszeit, die 

15 es den markierteh Antikorper erlaubt, mit dem an die 
Festphase gebundenen Antigen zu assoziieren, wird der 
Festphasentrager erneut gewaschen, vim markierte 
Antikdrper, die nicht reagiert haben, zu beseitigen. 

In einer altexnativen Assay-Form kann auch ein sog. 

20 "sandwich" -Assay zum Einsatz kommen. Hierbei kann ein 
einziger Inkiibationsschritt ausreichen, wenn der an die 
Festphase gebundene Antikorper und der markierte 
AntikSrper beide gleichzeitig auf die zu testende Probe 
auf gebracht werden. Nach Abschlufi der Inkubation wird der 

25 Festphasentrager gewaschen, urn Riickstande der fltissigen 
Probe und der nicht-assoziierten markierten Antik5rper zu 
beseitigen. Die Anwesenheit von markiertem AntikOrper auf 
dem Festphasentrager wird genau so bestimmt, wie bei den 
konventionellen "Vorwarts"-Sandwich-Assay. Bei dem sog. 

30 reversen Assay wird schrittweise zunachst eine L5sung des 
markierten AntikSrpers zur Flussigprobe hinzugefagt, 
gefolgt von der Beimischung von nicht -markiertem 
Antikorper, gebunden an einen Festphasentrager, nach 
Ablauf einer geeigneten Inkubationszeit. Nach einem 

35 zweiten Inkubationsschritt wird der Festphasentrager in 
herkSmmlicher Weise gewaschen, vrai ihn von 
ProbenUberresten und von markiertem AntikSrper, der nicht 
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reagiert hat, zu befreien. Die Bestimmung des markierten 
Antikorpers, der mit dem Festphasentr^ger reagiert hat, 
wird dann/ so wie oben beschrieben, durchgefUhrt. 

5 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Isolieriing von Genprodukten mit mindestens 
einer PYD-DomSne, wobei die Wirtszellen mit einem 
erf indungsgemafien Expressionsvektor transf ormiert und dann 
unter geeigneten, die Expression fordernden Bedingungen 

10 kultiviert werden, so daB das Genprodukt schliefilich aus 
der Kultur aufgereinigt werden kann (Anspruch 15) • Das 
Protein der erf indungsgemafien DNA-Sequenz kann dabei, 
abhangig von dem Expressionssystem, aus einem Kulturmedium 
Oder aus Zellextrakten isoliert werden. Der Fachmann kann 

15 ohne weiteres erkennen, dafi die jeweiligen 
Isolierungsmethoden und das Verfahren bei der Aufreinigung 
des von einer erf indungsgemafien DNA codierten, 
rekombinanten Proteins stark vom Typ der Wirtszelle Oder 
auch von dem Umstand, ob das Protein in das Medium 

20 sekretiert wird, abhangt. Zum Beispiel konnen 
Expressionssysteme eingesetzt werden, die zur Sekretion 
des rekombinanten Proteins ftihren. Das Kulturmedium mufi in 
diesem Fall durch kommerziell erhaltliche 

Proteinkonzentrations filter, z.B. Amicon Oder Millipore 

25 Pelicon, auf konzentriert werden. Nach dem 

Konzentrationsschritt kann ein Reinigungsschritt erfolgen, 
z.B* ein Gelf iltrationsschritt. Alternativ kainn aber auch 
ein Anionenaustauscher eingesetzt werden, der eine Matrix 
mit DEAE aufweist. 

30 

Als Matrix dienen dabei alle aus der Proteinreinigung be- 
kannten Materialien, z.B. Acrylamid oder Agarose oder 
Dextran oder ahnliches. Es kann aber auch ein Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, der dann typischerweise 
35 Carboxymethyl-Gruppen enthalt. Zur weiteren Reinigung 
eines durch eine erf indungsgemSfie DNA codierten Proteins 
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konnen dann HPLC-Schritte dienen. Es kann sich um einen 
Oder mehrere Schritte handeln. Insbesondere wird die 
"Reversed- Phase" -Me thode eingesetzt. Diese Schritte 
dienen zum Erhalt eines im wesentlichen homogenen 
5 rekombinanten Proteins einer erf indiHigsgemSfien DNA- 
Sequenz . 

Neben bakteriellen Zellkulturen zur Isolierung des Genpro- 
dukts konnen auch trans formierte Hefezellen eingesetzt 

10 werden. In diesem Fall kann das translatierte Protein se- 
kretiert werden, so daB die Proteinreinigung vereinfacht 
wird. Sekretiertes rekoitibinantes Protein aus einer Hefe- 
wirtszelle kann durch Methoden erhalten werden, wie sie 
bei Urdal et al. (J. Chroinato. 296:171 (1994)) offenbart 

15, sind. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Expression von Genprodukten mit mindestens 
einer PYD-Domane, wobei Wirtszellen mit einem 

20 Expressionsvektor, der eine erf indungsgemaBe DNA-Sequenz 
enthait, transformiert werden (Anspruch 17) . Dieses 
Verfahren zur Expression von Genprodukten, die auf einer 
erf indungsgem^fien DNA-Sequenz beruhen, dient nicht dazu, 
das entsprechende Genprodukt zu konzentrieren und 

25 auf zureinigen, sondern vielmehr dazu, den Zellstof fwechsel 
durch das EinfOhren der erfindungsgemafien DNA-Sequenzen 
tiber die Expression des dazugehorigen Genprodukts zu 
beeinflussen. Hier ist insbesondere an die Verwendung der 
mit Hilfe von Expressionsvektoren transformiert en 

30 Wirtszellen zum Zwecke der Ausschaltung der 
inflaramatorischen Reaktion zu denken, Durch die Verwendung 
eines sogenannten konstitutiven Promoters konnen in diesen 
Zellen gleichbleibende Konzentrationen von auf 
erfindungsgemaBen Sequenzen beruhenden Proteinen 

35 exprimiert werden • Auf diese Weise wird dauerhaft die 
Auslosung der Inflammation unterbunden, 
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Die entsprechenenden Zellinien warden dadurch gegenuber 
einer Vielzahl von inf lairauatorischen Stimulanzien 
resistant. Diese modif izierten Zellen konnen auch 
gegebenenfalls wieder in den Sauger- oder humanen 
Organismus ruckiiberfuhrt werden. Auf diese Weise wird 
durch in vitro itiit den erf indungsgemaBen 

Expressionsvektoren manipulierter Zellen und die 
anschlieliende Ubertragung (Transplantation) in den 
Organismus ein gentherapeutischer Einsatz der 
erf indungsgeitiaBen DNA-Sequenzen moglich. Dabei werden 
Expressionsvektoren mit den erf indungsgemafien Sequenzen 
vorzugsweise in solche Zellen transf iziert, die im 
Organismus einer Fehlsteuerung der Inflammation 
anheimfallen (bspw. Hepatocyten bei chronischer 
Leberentzundung) • Insbesondere werden in einem solchen 
gentherapeutischen Ansatz erf indungsgemSBe Sequenzen 
eingesetzt, die das inf laramatorische Signal blockieren, 
bspw. Fragmente, die das inf lammatorische Signal nicht 
weitertragen und damit die Signaltransduktion 
unt erbrechen . 

Mit dem vorliegenden Erf indungsgedanken geht aber auch ein 
gentherapeutisches Verfahren, das in vivo durchgefiihrt 
werden kann, einher. Zu diesem Zwecke werden Vektoren 
eingesetzt (z.B. Liposomen, Adenoviren, Retroviren oder 
ahnliche oder auch nackte DNA) , die die erf xndungsgemaBen 
DNA-Sequenzen gezielt in die gewtinschten Zielzellen des 
Organismus insertieren. Bei den Zielzellen handelt es sich 
typischerweise um Zellen, deren Inf lammationsregulation 
gestSrt ist, insbesondere um Zellen, die pathologisch eine 
verstarkte Disposition zur EntzOndungsreaktion zeigen 
(bspw. bei chronischer Leberentziindung) . In diesem 
Zusammenhang k5nnen Fragmente einer erf indungsgemSBen DNA- 
Sequenz zum Einsatz kommen, die inhibitorische Wirkung 
entfalten, bspw. DNA-Sequenzen, die im wesent lichen nur 
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die PYD-Domane enthalten und damit nur noch eine 
Assziierungsfunktion wahrnehmen konnen, nicht aber 
weitergehend biologische Signale ( zur Inflammation) 
weitergeben kannen - also keine weitere biologische 
Funktionalitat aufweisen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung einer erf indungsgemafien DNA-Sequenz 
(Allele, Derivate, Fragmente) oder eines 

erfihdungsgemaBen Genprodukts zur Behandlung von 
Erkrankungen, die auf f ehlgesteuerter intrazelluiarer 
Signaltransduktion beruhen (Anspruch 17) • Die vorgenannte 
erfindungsgemaUe Verwendung von DNA-Sequenzen schlieUt 
auch die Verwendung von oben beschriebenen 
erfindungsgemafien Expressionsvektoren ein, die eine 
erfindungsgemaiie Nukleotidsequenz, bspw. eine in Fig- 1 
offenbarte Nukleotidsequenz oder ein f unktionelles 
Derivat oder Allel einer solchen Sequenz (oder auch ein 
inf unktionelles Derivat einer solchen Sequenz) aufweisen, 
mit dem Ziel, die fehlgeleitete intrazellulare 
Signaltransduktion zu korrigieren. Die Verwendung kann 
nach gentherapeutischen Verfahren Qber Injektion von 
nackter erf indungsgemSBer DNA oder dem Protein oder uber 
Genfahren, insbesondere virale oder liposomale Vektoren, 
erfolgen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
daher sowohl die Verwendung derartiger erf indungsgemafier 
Expressionsvektoren sowie die erf indungsgemaiie Verwendung 
von Zellen (d.h. die Verwendung zur AuslSsung (oder zur 
Blockade) des Inf laramationsgeschehens) , die mit 
erfindungsgemafien Expressionsvektoren transfiziert sind. 

Im einzelnen lafit sich feststellen, daB derartige 
Gentherapieansatze sich bereits als wirksam bei der 
Therapie von genetisch bedingten Erkrankung, 
beispielsweise bei der Bluterkrankheit, und auch bei der 
Behandlung anderer genetischer Erkrankung, wie 
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beispielsweise cystischer Fibrose^ sich als wirksam 
erwiesen haben. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird 
eine Nukleotidsequenz erf indungsgemalSer Art, 

beispielsweise eine Nukleotidsequenz geniafi den in Figur 1 
enthaltenen Nukleotidsequenzen oder eine Variante 
(Deri vat. Fragment (vor allem mindestens 100 Basen 
umfassen, oder Allel) dieser Sequenz in einen geeigneten 
Vektor uberftihrt, der die erf indungsgemaBe 

Nukleinsauresequenz in die saugetierzellen^ vorzugsweise 
Humanzellen, einschleust. Besonders geeignete 

Transfektionsvektoren fiir diese Anwendung sind Retroviren 
und Adenoviren. Alternativ konnen auch erf indungsgemaBe 
Nukleinsauresecjuenzen in einem molekularen Konjugat mit 
einem Virus (beispielsweise einem Adenovirus) oder mit 
viralen Komponenten (beispielsweise Caps idprot einen) 
komplexiert sein. Geeignete Methoden fOr die Bildung 
derartiger Vektoren sind im Stand der Technik wohl 
bekannt,. wobei beispielsweise auf die Offenbarung in 
"Working toward Hxaman Genetherapy" , Kapitel 28 ( in 
Recombinant DNA, Second Edition, Watson GD et al. New 
York: Scientific American Books ^ S. 567 - 581, 1992) 
verwiesen wird. Bei einem derartigen gentherapeutischen 
Verfahren werden mit erf indungsgemaBen Nukleotidsequenzen 
transf izierte Vektoren in Zellen oder Geweben 
vorzugsweise durch Injektion, Inhalation, orale Einnahme 
Oder Aufnahme durch Schleimhaute dem betroffenen 
Patienten verabreicht. Ein derartiger Versuchsansatz wird 
im allgemeinen als in-vitro-Gentherapie bezeichnet • 
•Alternativ k5nnen Zellen oder Gewebe, beispielsweise 
hamatopoietische (Stamm) zellen aus dem Knochenmark oder 
andere adulte Stammzellen (vor allem Gewebespezif ische 
Staramzellen) , dem betroffenen Patienten entnommen werden 
und nach MaBgabe der im Stand der Technik bekannten 
Verfahren in-vitro kultiviert werden. Die entsprechend 
ausgestalteten Vektoren mit den erf indungsgemaBen 
Nukleotidsequenzen werden dann in-vitro den Zellen oder 
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Geweben zugegeben^ wobei vorzugsweise die Inkorporation 
derartiger Vektoren in die Zellen durch Elektroporation 
erfolgt. Die derart modif izierten Zellen oder Gewebe 
werden schlieBlich dem betroffenen Patienten 
reimplantiert . Derartige gentherapeutische Verf ahren 
werden als ex-vivo-Gentherapie bezeichnet. Fiir beide 
gentherapeutische Ansatze, also in-vivo- oder ex- vivo- 
Verf ahren, kOnnen erf indungsgemalie Nukleotidsequenzen 
operativ mit einer regulatorischen DNA-Sequenz verbunden 
werden, wobei es sich auch urn eine heterplpge 
regulatorische DNA-Sequenz handeln kann, so daB ein 
rekombinantes Konstrukt in der transf izierten Zelle 
vorliegt. Dieses Konstrukt kann dann in den Vektor 
insertiert werden und schlieBlich direkt dem betroffenen 
Patienten in einem in-vivo-Gentherapieansatz bzw. den 
Zellen oder Geweben des betroffenen Patienten in einem 
ex-vivo-Gentherapieansatz zugefiihrt werden. In einer 
weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kann das genet ische 
Konstrukt in die Zellen oder die Gewebe des Tieres, 
entweder in-vivo- oder ex-vivo in einem molekularen 
Konjugat mit einem Virus, (beispielsweise einem 
Adenovirus oder viralen Komponenten (beispielsweise 
viralen Capsid-Proteinen) zugefiihrt werden. Die oben 
beschriebenen gentherapeutischen Ansatze konnen entweder 
(a) zu einer homologen Rekombination zwischen der 
Nukleotidsequenz und dem infunktionellen Gen in den 
Zellen des betroffenen Tieres oder (b) zu einer 
zufailigen Insertion des Gens an einer beliebigen Stelle 
im Wirtszellgenom oder (c) zur Inkorporation des Gens in 
den Zellnukleus fuhren, wobei es dann als 
extrachromosomales genet isches Element vorliegen kann. 
Die Offenbarung derartiger Verfahren und Ansatze zur 
Gentherapie kdnnen dem US-Patent US 5,578,4 61, der WO 
94/12650 und der WO 93/09222 entnommen werden, die 
35 Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung 
sind. Die transf izierten Wirtszellen, die homolog oder 
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heterolog sein k5nnen, k5nnen lait einer semipermeablen 
Schicht eingehailt werden und derart in die betroffenen 
Patienten reimplantiert werden, wobei auf diese Weise ein 
Angriff des Iininunsys terns des Patienten auf die 
reimplantierten Zellen verhindert wird (siehe WO 
93/09222) . 

Bevorzugt ist dabei die Verwendung einer 
erfindungsgemafien DNA-Sequenz oder eines 

erfindungsgemaBen Genprodukts, wenn es sich bei der 
Erkrankung urn eine solche mit einer Qberschiefienden 
Entzundungsreaktion handelt (Anspruch 18) . Ganz besonders 
bevorzugt ist die Veirwendung einer solchen DNA-Sequenz 
Oder eines solchen Genprodukts zur Behandlung (zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung) von 
Psoriasis, Arteriosklerose, bakteriellen oder viralen 
Infektionserkrankungen, insbesondere bakterieller oder 
viraler Meningitis oder bakterieller Pneumonie, . multipler 
Sklerose, rheumatoider Arthritis, Asthma, Sarkoidose, 
glomerularer Nephritis oder Osteoarthritis (Anspruch 19) . 
Dies kann bspw. durch Fragmente erreicht werden, die die 
Signaltransduktion blockieren, bspw. um Seguenzen, die 
nur far die PYD-DomSne (oder Teile hiervon) codieren bzw. 
nur diese enthalten. 

Gemafi einem weiteren Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung wird eine Verbindung zur Verfflgung gestellt, 
die dadurch gekennzeichnet, daii sie die Funktion der 
erfindungsgemaBen Genprodukte (Proteine) als 

intrazellulares Signalmolekttl einer inf lammatorischen 
Signalkaskade zur Auslosung von Entztindungsreaktionen 
inhibiert. Insbesondere blockieren erf indungsgemafie 
Verbindungen die spezifische Interaktion von PYD-Doitianen 
zur intrazellularen Signalweiterleitung (Anspruch 20) . 
Bevorzugt handelt es sich bei einer erfindungsgemaBen 
chemischen Verbindung, die die erf indungsgemafie PYD- 
Funktion (bspw. bei Inflammation oder Apoptose) 
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blockiertr urn ein Oligopeptide das chemisch modifiziert 
(bspw. zur erleichterten Passage durch die Zellmembran^ 
insbesondere durch endstandige (vor allem N-terminale) 
Sequenzbereiche) sein kann oder nicht-modif iziert sein 
5 kann. Insbesondere kann es sich xim einen an der PYD- 
Assoziierung beteiligten nativen Sequenzbereich eines 
erf indungsgemaBen Proteins handeln. Zu nennen waren bspw. 
sog. DN -Variant en (bspw. die AS 1 bis 94 von humanem 
Pycard oder entsprechende PYD-Domanen von NALP-Proteinen 

10 (s. Figur 1)), die bspw. auch die nachfolgend 
beschriebenen gentherapeutxschen Verfahren verabreicht 
werden konnen. Derartige DN-Varianten kOnnen auch 
ausschlieBlich die NAD-Domane oder einen Teil derselben 
Oder eine die LRR-Domane oder eine Teil derselben oder 

15 eine CARD-DomSne oder einen Teil derselben enthalten und 
auf diese Weise dominant negativ die Signalkaskade, 
insbesondere inf lammatorische Signal kaskaden blockieren . 
Waiter unten sind die medizinischen Indikationen ftir Verwendung 
(Arzneimittelherstelliing) derartiger DN-Varianten nativer 

20 erf indungsgemafier ' Sequenzen offenbart. Erf indimgsgemaR werden 
somit Sequenzen einzelner Domanen (LRR^ PYD, CARD, NAD) 
erfindungsgemafier Sequenzen offenbart. 

Damit kann bspw. ein erf indungsgemaBe inhibitorisches 
Molekai, vorzugsweise ein Tetra- bis Dodekamerr eine dem 

25 nativen Sxibstrat entsprechende Axninosauresequenz 
enthalten oder aus einer nativen Substratsequenz 
bestehen, wobei das vorzugsweise Tetra- bis Dodekamer 
typischerweise auch einen Sequenzabschnitt aus einer PYD- 
Domane eines erf indungsgemaBen Proteins aufweist. Ggf. 

30 kann ein derartiges Oligopeptid auch dadurch chemisch 
modifiziert sein, daB die amidartige Bindung zwischen den 
einzelnen Aminosauren durch eine gegen proteolytischen 
Abbau resistente alternative chemische Gruppe (bspw. 
Schwefel- oder PhosphorbrOcken) ersetzt wird. 

35 Eine erf indungsgemaBe chemische Verbindung ist 
vorzugsweise eine organisch-chemische Verbindung mit 
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einem Molekulargewicht von <5000, insbesondere <3000, vor 
allem <1500 und ist typischerweise physiologisch gut 
vertraglich (Anspruch 21) . Ggf . wird sie Bestandteil 
einer Zusammensetzung mit mindestens einem weiteren 
Wirkstoff sowie vorzugsweise Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen sein und als Arzneimittel eingesetzt werden 
konnen. Besonders bevorzugt wird das organische Molektil 
dann sein, wenn die Bindungskonstante fur die Bindung an 
ein erf indungsgeinaiies Protein, insbesondere and die 
Domane PYD eines erf indungsgemalien Proteins, mindestens 
10 mol"^ betragt. Die erf indungsgemafie Verbindung wird 
vorzugsweise so beschaffen sein, dafi sie die Zellmembran 
passieren kann, sei es durch Diffusion oder aber 
( intra )membran6se Transportproteine (Anspruch 22). 

In einer anderen bevorzugten Ausf lihrungsform der 
vo^li^genden Erfindung ist die erf indungsgemafie 
Verbindung ein Antikorper, vorzugsweise ein gegen die 
PYD-Domane eines erf indungsgemalien Proteins gerichteter 
AntikSrper, der ex vivo in retransplantierte Wirtszellen 
Oder durch gentherapeutische in vivo Verfahren in 
Wirtszellen eingeschleust wird und dort als "intrabody" 
nicht sekretiert wird, sondern intrazellulSr seine 
Wirkung entfalten kann. Durch derartige erf indungsgemafie 
"Intrabodies" sind die Zellen vor einer inf lammatorischen 
Reaktion geschGtzt. Eine derartige Vorgehensweise wird 
typischerweise far Zellen jener Gewebe in Betracht 
koromen, die beim Patienten eine pathophysiologisch 
Obersteigertes inf lammatorisches Verhalten zeigen, also 
bspw. bei Hepatocyten ( Leber ent zundung ) , Keratinozyten, 
Bindegewebszellen, Immunzellen oder Muskelzellen. 
Entsprechend sind auch derartig mit erf indungsgemafien 
"Intrabodies" gentherapeutisch modifizierte Zellen 
Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 

Im einzelnen eignen sich erf indungsgemafie Antikorper 
gegen erf indungsgemafie Aminosauresequenzen, insbesondere 
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erfindungsgemSBe AntikOrper, die gegen eine PYD-Domane 
gerichtete sind, dann besonders, wenn sie beispielsweise 
als "single-chainFv" (scFv) oder Fab- Fragment e vorliegen 
und zur Erkennung der Zielstruktur (bspw. der PYD-Domane) 
in verschiedene subzellulSre Kompartimente geleitet 
warden kOnnen, urn dort die Aktivitat des Zielmolektils 
entweder direkt oder indirekt durch Interferenz mit den 
subzelluiaren Transportwegen zu blockieren. 

Beispielsweise kann ftir eine zielgerichtete subzellulSre 
Positionierung des Intrabodies ein ER-Retensionssignal 
(KDEL) an den C-Terminus des Antikorper fragments mit 
einer sogenannten "Leader-Sequenz" angehangt werden, was 
zu einer Retention im Lumen den endoplasmatischem 
Retikulums ftihrt. Durch eine entsprechende mitochondriale 
Leader sequenz, beispielsweise der Cytochrom C- 
Oxidaseeinheit VIII, kann ein Transport ■ in die 
Mitochondrien erreicht werden. Die cytoplasmatische 
Expression des AntikSrpers wird dadurch sichergestellt, 
daB die Expression der Antikorperf ragmente ohne 
irgendeine Signal- oder Leader-Sequenz erfolgt. Auch ein 
Transport in den Nukleus ist mSglich, indem zum Beispiel 
vom groBen SV 40 T-Antigen eine nukleare 
Lokalisat ions sequenz gewahlt wird (PKKKRKV), und zwar 
entweder am N- oder C-Terminus. Entsprechende technische 
25 MaBnahmen massen eingesetzt werden, um die Expression im 
reduzierenden Milieu des Cytoplasmas unter Ausbildung von 
Disulfid-Brticken sicherstellen zu k5nnen. Die 
nachfolgenden VerSf fentlichungen aus dem Stand der 
Technik werden inhaltlich explizit in die vorliegende 
30 Offenbarung miteinbezogen (Marasco, 1997, Gene Therapy. 
4, 11-15; Richardson, & Marasco, 1995, Trends 
Biotechnology 13, 306 - 310; Biocca und Cattaneo 1995, 
Trends Cell Biology 5, 248 - 252; Biocca et al, 1995, 
Bio/Techn. 13, 1110-1115, Biocca et al, 1990, EMBO 
35 Journal 9, 101 - 108; Piche et al, 1998, Cancer Research 
58, 2134 - 2140; Rosso et al, 1996, Biochem. Biophys. 
Res. Communication 220, 255 bis 263). 
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Als weitere bevorzugte erf indungsgemafie Verbindungen 
(bspw. zur Inhibition von molekularen Mechanismen, die 
far tlberschiefiende Entziindungsereignisse ursSchlich sind) 
kommen auch Sequenzen (DNA Oder RNA) in Betracht, die im 
5 Zusammenhang mit anti-sense Technologien stehen. In 
diesem Fall werden antisense DNA oder RNA in Zellen 
eingeschleust (bspw. durch gentherapeutische Ansatze^ 
bspw. Verwendung rekombinanter Viren, s.o.) und diese 
konnen auf diese Weise durch komplementare Bindung 

10 trans kribierter loRNA (far erf indungsgeioafie PYD-DomSlnen 
enthaltende Proteine) die Translation der dazu gehSrigen 
polymorphen genomischen Sequenz blockieren. Eine 
derartige Vorgehensweise ist insbesondere bei Patienten 
deren Expressionsniveaux von PYD-DomSnen enthaltenden 

15 Proteinen pathologisch erhoht ist, relevant. 

Weitere Verbindungen bzw. Therapieverf ahren zur 
Behandlung der offenbarten medizinischen Indikationen 
(bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels) beruhen auf 
Ribozym-Methoden . Hierzu werden Ribozyme verwendet, die 

20 eine Ziel-itiRNA schneiden konnen- Im vorliegenden Fall 
werden daher Ribozyme offenbart^ die native mRNA von 
erf indungsgeitiafien Proteinen (bspw. NALPl oder anderen 
PYD-Domanen enthaltenden Proteinen) spalten konnen. 
Erf indungsgemafie Ribozyme mUssen dabei mit der 

25 erf indungsgemafien Ziel-mRNA interagieren konnen, bspw. 

liber Basenpaarung, und anschliefiend die mRNA spalten, urn 
die Translation von bspw. NALPl oder Pycard zu 
blockieren. Die erf indungsgemafien Ribozyme werden uber 
geeignete Vektoren in die Zielzellen geschleust 

30 (insbesondere Plasmide, modifizierte Tierviren, 
insbesondere Retroviren) , wobei die Vektoren neben ggf . 
anderen Sequenzen eine cDNA -Sequenz fur ein 
erfindungsgemaBes Ribozym aufweist. 

Eine erf indungsgemafie chemische Verbindung mit der 
35 E\inktion der Blockade der bspw. inf lammatorischen 
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Funktion von erf indungsgemaUen physiologischen Proteinen 
(s. Fig. 1) kann als Arzneimittel Verwendung finden. 
Insbesondere ist eine erf indungsgemaBe chemische 
Verbindung (zur Herstellung eines Arzneimittels) zur 
5 Behandlung von Erkrankungen, fiir die zumindest tw. eine 
pathologische hyperinf lammatorische Reaktion kausal oder 
symptomatisch ist, geeignet* Damit kann ein 
erfindungsgemafier Inhibitor der zellularen Funktion eines 
erfindungsgemafien Proteins, also bspw. der 

10 inf laitmatorischen Reaktion, insbesondere ein Inhibitor 
der Assbziierung von PYD-Domanen, zur 

Inflammationsinhibition ganz besonders bei der Behandlung 
der folgenden Erkrankungen bzw. zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der folgenden Erkrankungen 

15 eingesetzt werden: Autoimmunerkrankungen, Psoriasis, 
Arteriosklerose, bakterielle oder virale 

Infektionserkrankungen, insbesondere bakterielle oder 
virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, multiple 
Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, Sarkoidose, 

20 glomerulare Nephritis oder Osteoarthritis, Morbus 
Alzheimer oder Morbus Parkinson (Anspruch 23) • 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Verf ahren ( "Screening-Methoden" ) zur Identif izierung von 
Verbindungen ( organisch-cheiai schen Verbindungen , 

25 Biomolekule (bspw. Oligonukleotide, Antikorper oder 
Anti korper f ragmente , Oligopeptide , Ribozyme , DN-Mut ant en 
von erfindungsgemaBen Proteinen) mit inhibitorischen 
Eigenschaften in Hinblick auf die Auslosung oder 
Weiterleitung von Signalen, die mit inf lammatorischen 

30 Reaktionen in Zusammenhang stehen, insbesondere von 
Verbindungen die die Interaktion von Proteinen der 
inflammatorischen Signalkaskade, insbesondere von 
physiologisch miteinander reagierenden PYD-DomSnen 
(gleicher oder verschiedener Proteine) blockieren (bspw. 

35 die Assoziierung des Inflammosoms blockieren, indem bspw. 
die Assoziierung von NALPl und Pycard inhibiert wird) . 
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T^dere erf indungsgemafie Angrif f spunkte der Interaktion 
slnd bspw. die Inhibition der Interaktion zwischen der 
CARD-DomSne von Caspase-1 und der CARD-Domane von Pycard 
Oder die Inhibition der Interaktion der CARD-Domane von 
Caspase-5 und NALPl. Schliefilich kann es auch bevorzugt 
sein, dass erf indungsgemafie Verbindungen die 
Wechselwirkung der LRR-Domane von Proteinen der NALP- 
Klasse, bspw. NALPl, mit weiter stromaufwarts liegenden 
Proteinen oder Stimuli, modulieren (blockieren oder 
aktivieren) . Ggf . konnen auch Verbindungen, die als 
Aktivatoren der vorgenannten Interaktionen wirken, 
bevorzugt sein. 

Erf indungsgemafie Verfahren sehen vor, dafi (a) Zellen, vor 
allem Hepatocyten, insbesondere T-Lymphozyten, so 
modifiziert werden, dafi sie eine inf lammatorische 
Reaktion zeigen, (b) diese gemafi (a) modif izierten Zellen 
in einer Zellkultur bereitgestellt werden, (c) 
Testsubstanzen zur Zellkultur zugegeben werden^ (d) die 
das AusmaB der inf lammatorischen Reaktion der Zellen in 
der Zellkultur bestimmt wird. Hierzu werden nach dem 
erf indungsgemafien Verfahren vorzugsweise mehrere 
parallele Versuche mit ansteigenden Konzentrationen der 
Testsubstanz angesetzt, vm im Falle einer die 
Inflammation inhibierenden Wirkung der Testsxibstanz deren 
IDso-Wert bestiromen zu kdnnen. 

Alternativ kann ein erf indungsgemafies Verfahren zur 
Identifizierung der vorgenannten Verbindungen auch die 
folgenden Schritte umfassen: (a) ein in vitro Testsystem 
bereitgestellt wird, das mindestens eine erf indungsgemafie 
DNA-Sequenz enthait, (b) in Form eines Hochdurchsatz- 
"Screenings" potentielle Wikstof f substanzen dem gemafi (a) 
bereitgestellten in vitro Testsystem zugefahrt werden, 
und (c) ein physikalisches^ chemisches oder biologisches 
Signal in dem Testsystem zur Identif ikation von 
Wirkstoff substanzen detektiert wird. Chemische 

Bibliotheken konnen durchsucht werden, und zwar sowohl 
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nach aktivierenden oder inhibierenden Siibstanzen. In 
diesem Zusammenhang wird auf die Offenbarung des 
Lehrbuchs von Bohm, Klebe und Kubinyi (Wirkstof fdesign^ 
1996, Spektrtm-Verlag, Heidelberg) verwiesen, auf das 
5 diesbezuglich vollinhaltlich Bezug genoinitien wird. 
Insbesondere konnen Verbindungen, die einem der 
vorgenannten erf indungsgemafien Verfahren identif iziert 
werden, auch geeignet sein, das Expressionsniveau des 
nativer erf indungsgeitiaBer Sequenzen, bspw. von Pycard 
10 Oder NALPl, beeinf lussen. Der Wirkungsmechanismus kann 
auf einer Beeinf lussung bspw. der Aktivitat des nativen 
Promoters beruhen, so dass die Transkriptionsaktivitat 
moduliert wird. 

Ein erf indungsgemaBes "Screening" -Verfahren kann auch itiit 
15 Hilfe von sogenannten "Proteomics"-Techniken durchgefahrt 
werden. Hierzu werden zur Bestimmung eines Standards 
typische Unterschiede im Expressionsmuster von Zellen mit 
inflammatorischer Reaktion und Kontrollzellen 

experiinentell erhoben. Methodisch wird fur ein derartiges 
20 Verfahren typischerweise die 2D-Gelelektrophorese 
eingesetzt. Testsubstanzen, die das Expressionsmuster 
erfindungsgemaBer Substanzen verandern, kSnnen dann auf 
Grund der veranderten Expressionsmuster erkannt werden 
(s. auch die Offenbarung bei Rehm, H.^ Der 
25 Experimentator^ Spektrum-Verlag, 2000) 

Ober Strukturanalysen eines erf indungsgemafien Proteins 
lassen sich gezielt auBerdem erf indungsgem^Be 
Verbindungen finden, die eine spezifische 

30 Bindungsaffinitat aufweisen (Rationales Drug Design 
(B5hm, Klebe, Kubinyi, 1996, Wirkstoff design, Spektrum- 
Verlag, Heidelberg) ) . Hier wird die Struktur oder eine 
Teilstruktur, Derivat, Allel, Isoform oder ein Teil einer 
solchen von einem der erf indungsgemafien Proteine tlber 

35 NMR- Oder Rontgenkristallographie-Verfahren (nach 
entsprechender Kristallisierung, z.B. nach der Methode 
des ^,hangenden Tropfens^^) ermittelt oder, sofern eine 
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solche hochaufgeloste Struktur nicht vorliegt, mit Hilfe 
von Strukturvorhersage-Algorithmen ein Strukturmodell 
eines erf indxingsgemafien Proteins ^ bspw. auch mit Hilfe 
von homologen bereits strukturell aufgeklarten Proteinen 
5 (z.B. von Rhodopsin;, erstellt, und diese(s) benutzt, \m 
mit Unterstutzung von Molecular Modelling Programmen 
Verbindungen, die als Agonisten oder Antagonisten wirken 
konnen/ zu identifizieren, fur die sich eine hohe 
Affinitat zum erf indungsgemalien Protein vorhersagen laBt. 
10 Ggf. lassen sich die oben bezeichneten Verfahren zur 
Strukturauf klarung auch miteinander kombinieren. 
Geeignete Kraftfelder werden zur Simulation der Affinitat 
einer potentiell affinen Verbindung an eine interessante 
Substrukur eines erf indungsgemafien Proteins^ bspw. das 
15 aktive Zentrum^ eine Bindungstasche oder eine ,,hinge^^- 
Region, eingesetzt. Diese Substanzen werden dann 
synthetisiert und in geeigneten Testverfahren auf ihr 
Bindungsvermegen und ihre therapeutische Nutzbarkeit 
getestet. Derartige in silico Verfahren zur 
20 Identifizierung potentieller Wirkstoffe, die ihre Wirkung 
durch Bindung an erf indungsgem^Be PYD-DomSnen-Proteine 
entfalten, sind gleichfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erf indung. 

Ferner werden auch, insbesondere in--vitro Verfahren 
offenbart, die es erlauben, nativ auftretende 
Polymorphismen der erf indungsgemSBen Proteine zu 
identifizieren. Ftir derartige Verwendungszwecke eignen 
sich insbesondere PCR-Methoden, insbesondere auch RT-PCR- 
Verfahren, also die Diagnose auf der Basis von mRNA, die 
in vitro entsprechend in cDNA tibersetzt wird und dann mit 
Hilfe von herkOmmlichen PCR-Verfahren vervielfaitigt 
wird, Auch entsprechende Array-Techniken, die 
erfindungsgemafie Oligonukleotide auf einem Chip 
positionieren, erlauben die Diagnostik mit Hilfe von 
Hybridisierungsreaktionen* Hierbei wird die 

Patientenprobe gegen einen Array mit erf indungsgemaBen 
Oligonukleotiden, die die erf indungsgemSBen 
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polymorphismen einschlieBen, getestet. Positive Signale 
auf dem Array bei Oligonukleotiden, die mit 
Entztindungserkrankungen gekoppelte Polymorphismen 

aufweisen, lassen eine entsprechende Diagnose zu. 

SchlieBlich sind Oligopeptide Gegenstand der vorliegehden 
Erfindung, die mindestens 20, starker bevorzugt 
mindestens 30 und noch starker bevorzugt mindestens 50 
Aminosauren urafassende Teilabschnitte der gemafi Figur 1 
offenbarten Proteinsequenzen, insbesondere Sequenzen mit 
den Nummern 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.20. Derartige 

Teilsequenzen kSnnen nach dem Facbmann gelSufigen 
Verfahren bspw. chemisch synthetisiert werden und kannen 
vorzugsweise als Antigene ftir die Produktion von 
Antikorpern eingesetzt werden. Vorzugsweise wird es sich 
bei diesen Teilabschnitten von erf indungsgem^Ben 
Proteinen bzw. deren Derivaten, Allelen oder Fragmenten 
offenbarten SequenzSen handeln, die im rSumlichen Model! 
der Proteine solche Regionen besetzen, die zumindest 
teilweise die Proteinoberf lache ausmachen. Bevorzugte 
Teilsequenzen von mindestens 20 AS Lange werden zumindest 
tw. die PYD-Domane (s. Figur 7) (oder im Falle der 
Proteine der Klasse der NALP-Proteine die NAD-Domane) der 
erfindungsgemaBen Proteine umfassen, insbesondere 
bevorzugt wird ein erf indungsgemaBer Teilabschnitt 
mindestens 20 AS lange Peptide einer der 
erfindungsgemaBen Sequenzen gemSB Figur 7 zwischen 
Position 1 und Position 30 (gemSB Figur 7) aufweisen, 
bspw. das Peptid LENLPAEELKKFKLKLLSVPL (Position 1 bis 
21, 21 AS Lange von humanem Pycard) oder die 
entsprechenden aus Figur 7 entnehmbaren Sequenzen der 
weiteren erfindungsgemaBen Sequenzen, insbesondere aus 
der Klasse der NALP-Proteine. 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden 
Figuren naher eriautert: 
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Figur 1 .stellt DNA-Sequenzen (einschlieBlich der 
entsprechenden Aminosauresequenzen) dar, die an der 
inf lammatorischen Signalkaskade beteiligt slnd. 

Fig. 2 zeigt eine Zusammenf assung der vorgenannten 
Sequenzen in tabellarischer Form/ geordnet nach den in 
Fig. 1 bereits verwendeten Bezeichnungen, wobei etwaige 
EST-Klone^ die Herkunft der Sequenz/ die Lokalisierung 
auf einem Chromosom sowie eine Zusammenf assung der in den 
jeweiligen Sequenzen enthaltenen Dom^nen (z. B. die PYD- 
Domane^ SPRY-DomSne/ CARD-Domane, NACHT-Domane^ die LRR- 
DomSne) angegeben sind. Unter (A) , (B) und (C) sind die 
Sequenzen hvimanen Orsprungs zusainmengef afit/ (D) enthait 
dagegen murine Sequenzen. 

Fig. 3 zeigt das generalisierte "PYD"-Suchprof il, das 
eingesetzt wurde, um weitere PYD-Proteine in bspw. EST- 
Datenbanken aufzufinden. Hierbei wird auf die 
Ver5f fentlichung von Bucher et al. (1996, Computer Chem. , 
20, .3-24) und auf die entsprechenden Erlauterungen in der 
of fengelegten deutschen Patent anmeldung DE 197 13 393.2- 
41 verwiesen, die beide insoweit Bestandteil der 
vorliegenden Anmeldung sind. Hierdurch wurden zwei 
weitere PYD-enthaltende Proteine identif iziert , n^mlich 
NALPl und NALP2 (die Bezeichnung NALP setzt sich aus den 
einzelnen in beiden Proteinen auftretenden 

charakteristischen Domanen zusammen: Domane NACHT, LRR 
und PYD) . Beide Proteine spielen eine entscheidende Rolle 
als Signaltransduktionsproteine fur inflammatorische 
Signale. Des weiteren kommt auch deren Funktion und damit 
Verwendung im Zusammenhang mit der apoptotisches 
Signalproteintransduktion in Betracht* 

Im Ergebnis zeigt Fig. 4,. dafi Pycard mit Hilfe seiner 
PYD-Domane homodimerisiert und mit der PYD-Domane von 
NALPl interagiert. In der mittleren Darstellung wurden 
Zellextrakte, lysiert 24 Stunden nach der Transf ektion, 
herangezogen und die anti-Flag-Immunoprazipitate auf die 
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Anwesenheit von VSV-Pycard. untersucht. In der unteren 
Darstellung warden die verschiedenen Flag-markierten 
Konstrukte (namlich Pycard-PYD (also PYD von Pycard) ) , 
RAIDD, Apafl-CARD (CARD von Apafl, NALPl-PYD (PYD von 
NALPl), NALPl-CARD (CARD von NALPl) und ein Scheinvektor^ 
in Hinblick auf ihre jeweilige Anwesenheit im 
Immunoprazipitat durch anti-Flag-Antikorper untersucht. 

Fig* 5 zeigt im Teil A eine Ausrichtung von PYD-Domanen 
aus verschiedenen Proteinen ("alignment" vom N-Terminus 
zum C-Terminus) . Die jeweiligen Sequenzpositionen iriit 
einer mindestens 50%igen Identitat bzw. mit zumindest 
ahnlichen Aminosauren sind schwarz bzw. mit grauem 
Hintergrund unterlegt. Die AbkQrzungen stehen fUr HS: 
homo sapiens und DR: Danio rerio (Zebraf isch) . Die 
jeweiligen Zugangsniunmern bei der Datenbank "Gen Bank" 
(EMBL) sind die folgenden: AF310103 fOr himanes Pycard, 
AF310104 fiir murines Pycard, 015553 ftir Pyrin, AF310105 
far NALPl, AF310106 fur NALP2, AAF66964 fur das Protein 
CASPY vom Zebrafisch, AAF66956 fur das Protein Pycard vom 
Zebraf isch. 

Fig. 5B stellt in schematischer Weise die Doman-Struktur 
von Proteinen mit einer PYD-Domane (Pyrin-Domane) dar. 
Die Namensgebung fur die einzelnen Homologiedomanen ist 
zu entnehmen der Figurenlegende in Anlage A12 unter Fig. 
5. 

Fig. 5C stellt die Aminosauresequenz von NALPl dar. Die 
verschiedenen Schattierungen entsprechen den ftir Fig. 5B 
gewahlten domanenspezif ischen Schattierungen: 

dunkelgrauer Hintergrund: PYD-Domane, eingerahmter heller 
Hintergrund NACHT-Domane, hellgrauer Hintergrund: LRR- 
Domane und dunkler Hintergirund: CARD-DomSne. 

Fig. 6 stellt eine Ausrichtung ("alignment") von 
reprasentat iven Pyr in-Domanen ( PYD-Domane ) 

Todeseffektordomane (DED) und Caspase-Rekrutierungsdoman 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 02/40668 



PCT/EPOl/12545 



37 

(CARD) und Todesdomane (DD) dar* Die Ahnlichkeit der 
verschiedenen Domanen wird durch korrespondierende 
Aminosauren, die schattiert dargestellt sind, deutlich. 
Auch auf dem Niveau der Sekundarstruktur gibt es 
erhebliche Ahnlichkeiten, wie durch die Sekundarstruktur- 
Vorhersage (hier fur jeweils 6 a-Helices) deutlich wird. 

Fig. 7 stellt eine Ausrichtung (vom N- zum C-TerminuSr 
"alignment") von Aminosauresequenzen der PYD-Domanen der 
folgenden Proteine dar: Pyrin, vom Menschen (hs) , von der 
Maus (mm) und rn, Pycard vom Menschen und von der Maus 
menschliches Pyc, menschliches NALPl, menschliches NALP2, 
itienschliches NALP3, menschliches NALP4^ menschliches 
NALP5, menschliches NALP6, menschliches NALP7, 
menschliches NALP8, menschliches NALP9, menschliches 
NALPIO, menschliches NALPll, murines NAIiP12, menschliches 
NALP13, murines NALPl4r menschliches NALP15, menschliches 
PYIO, murines PY16^ CASPYl vom Zebrafisch, CASPY2 vom 
Zebrafisch, Pycard vom Zebrafisch. In der letzten Zeile 
ist eine Hervorhebung der in einer Consensus-Sequenz 
auftretenden Sequenzposition markiert. 

Fig. 8 stellt einen Stammbaiam der identif izierten PYD- 
Domanen enthaltenden Proteine dar, wobei die Nahe des 
Verwandschaftsgrades in diesem Stammbaum beriicksichtigt 
ist. Damit zeigt der Stairanbaum die vermeintliche 
Diver genz von durch genomischen evolutionar bedingten 
Duplizierungen erhaltenen Stammbaums. 

Figur 9 zeigt, daB Pycard und NALPl assoziieren und 
proinf lammotorische Caspasen aktivieren kannen. Figur 9a 
stellt hierbei in schematisierter Form die 
Domanenstruktur von Apaf-lr NODI, erf indungsgemSBem NALPl 
und erfindungsgemaBem Pycard (Asc) dar. Die beiden aus 
dem Stand der Technik bekannten Proteine Apaf-1 und NODI 
weisen eine strukturelle Verwandtschaft mit den 
erfindungsgemafien Proteinen auf. Hierbei sind die 
einzelnen Domanen mit Ihren Kurzbezeichnungen in Figur 9a 
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eingezeichnet, nSmlich die DomSnen CARD, PYD (Pyrin- 
Domane), LRR ("Leucin-Rich"-Repeats) , NBS (Nukleotid- 
BindungsdomSne) , WD-DomSnen und eine in alien 
erfindungsgemaBen Proteinen der NALP-Klasse auftretende 
und hochkonservierte Domane NAD (NALP-assozierte Domane) . 
Die erfindungsgemaBen Proteine NALPl und Pycard weisen 
dartiber hinaus jeweils die charakteristische PYD-Domane 
auf, tiber die die beiden Proteine erf indungsgemSB 
interagieren kSnnen. 

Figur 9b stellt dar, dafi die erfindungsgemaBen Proteine 
NALPl und Pycard nicht an der Aktivierung von NF-kB 
beteiligt sind. Hierzu wurden 293T-Zellen mit 
Plasmidkonstrukten von NODI, RIP2, NALPl, NALPl-Nter, 
NALPl-Cter und Pycard sowie mit einem ••Mock"-Vektor und 
mit NF-KB-Luziferase-Reporter-Plasmiden transfiziert und 
die relative NF-KB-Transkriptionsaktivitat 24 Stunden 
nach Transfektion ermittelt. Es ist ohne weiteres 
erkennbar, -daB ausschlieBlich die beiden Proteine NODI 
und RIP2 an der Induktion der NF-KB-Aktivierung beteiligt 
sind, wahrend die erfindungsgemaBen Proteine NALPl (bzw. 
Fragmente von NALPl) und Pycard eine Transkriptions- 
Aktivitat auf dem Niveau des Mock-Vektors aufweisen, also 
NF-kB nicht aktivieren. 

Figur 9c stellt in der linken Auftragung Blots von 
tiberexprimiertem NALPl Cter (AS 1030 bis 1430, die die 
NAD und CARD-Domane enthalten) dar, wodurch eine Caspase- 
5 Prozessierung induziert wird. Hierzu vmrden 293T-Zellen 
mit 0,5 ng eines Caspase-5-Plasmids und der indizierten 
Menge an NALPl-Cter-, Pycard- oder FADD- 
Expressionsplasmiden transfiziert. Im dargestellten 
Western-Blot wurde Caspase-5 mit anti-Caspase-5- 
Antikorper bzw. NALPl mit anti-Flag-Antik6rper 
detektiert. Bei einer Menge von 3 ng NALPl-Cter- 
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Expressionsplasmid war ein Expressionssignal der 
Procaspase im Zellextrakt bei Verwendung von anti- 
Caspase-5-Antikorpern kaum noch erkennbar^ d.h. Caspase-5 
war weitestgehend prozessiert worden* In der loittleren 
Auftragung von Figur 9c ist erkennbar^ dali NALPl mit 
Caspase-5 interagiert. Hierzu wurde Caspase-5 (2 ^g) mit 
2 \ig der indizierten Flag-mar kiert en 

Expressionskonstrukte koexprimiert . 24 Stunden nach der 
Transfektion wurden die anti-Flag (M2) -Immunoprazipitate 
(IP) im Hinblick auf die Anwesenheit von Caspase-5 
analysiert/ und die Zellextrakte (xt) wurden mit den 
angegebenen Antikorpern immunogeblottet . Wahrend im 
Zellextrakt (unterer Abschnitt der mittleren Figur) bei 
Koexpression mit NALPl-Cter kein Caspase-5-Signal nach 
Einsatz von anti-Caspase-5-Antikorpern erkennbar war, 
geben die ubrigen Versuchsansatze Banden fur Caspase-5. 
In alien Versuchsansatzen (bis auf den Mock-Vektor) sind 
die entsprechenden Flag-markierten Konstrukte durch anti- 
Flag-Antikorper nachweisbar. Im Immuniprazipitat ist 
Caspase-5 bzw. p35 nachweisbar. p35 ist ein Caspase-5 
Spaltprodukt, das die CARD-Domane und die p20 Caspase- 
Ontereinheit enthalt. Das * in Figur 9c (mittlere 
Darstellung, oben) zeigt die Position der IgG schwere 
Kette an. In der rechten Auftragung von Figur 9c sind die 
Interaktion der verschiedenen CARD-Caspasen mit NALPl- 
Cter und dem Protein Raidd dargestellt. Die beiden 
vorgenannten Proteine wurden Flag-markiert und mit 
polyklonalem anti-Flag-Antikorper iinmuniprazipitiert . Die 
Caspasen wurden durch ihre HA (Hemagglutinin) -Mar kie rung 
detektiert* Eine Bande war fur Caspase-5 bei Zugabe von 
erfindungsgemaBem NALPl-Cter deutlich erkennbar, schwache 
Signale auch fUr Caspase-2 und Caspase-4, d.h. die C- 
terminale CARD-Domane von NALPl interagierte am starksten 
mit Caspase-5. Mit Caspase-9 konnte keine Interaktion 
beobachtet werden. 
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Figur ad enthalt in der linken Darstellung die Ergebnisse 
von Versuchen, die zeigen^ daB die Oberexpression von 
erfindungsgemaBen Pycard die Spaltung von Caspase-1 
induziert. Hierzu wurde analog zu Figur 9c (dort fur 
erfindungsgemaBes ' NALPl-Cter) das Zellextrakt untersucht. 
Hierbei zeigte sich, daB bei erhohten Pycard- 
Konzentrationen, wie im mittleren Abschnitt von Figur 9d 
(linke Auftragung) durch anti-Pycard-Antikdrper gezeigt, 
eine deutliche Reduktion der Caspase-l-Konzentration im 
Zellextrakt nachweisbar war, verglichen mit den librigen 
Banden, beispielsweise bei NALPl-Cter Zugabe oder FADD 
Zugabe. In der rechten Darstellung von Figur 9d wird 
gezeigt, daB Pycard gemeinsam mit Caspase-1 
koimmunoprazipitiert. Der verwendete AntikSrper ist gegen 
den N-terminalen Abschnitt (CARD) von Caspase-1 
gerichtet. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die 
CARD-Domane von Pycard stark mit der Caspase-1 
interagiert und deren Aktivierung anstoBt. 

ErfindungsgemaBes Pycard verbindet also als Adapter NALPl 
und Caspase-1. 



Figur 10 gibt die Ergebnisse von Experimenten wieder, die 
zeigen, daB die kombinierte Expression von Caspase-1 und 
Caspase-5 eine optimale Spaltung von pro-ILlp induziert. 
Hierbei wurden, wie in Figur 10a dargestellt, 293T-Zellen 
mit gleichen Mengen von aktivierten Caspase-1 und 
Caspase-5 Expressionskonstrukten gemeinsam mit entweder 
leeren Vektoren oder Expressionskonstrukten von NALPl- 
Cter und Pycard kotransfiziert . Die Caspase-induzierte 
Spaltung von pro-ILP nach Aspartat 116 wurde unter 
Einsatz von Antikorpern, die spezifisch das pl7 
Spaltprodukt (IL-lp*) von pro-ILlB binden konnen, 
detektiert. Die Zellextrakte wurden dann iromunogeblottet, 
urn die Expressionsniveaus der transf izierten Proteine 
bestimmen zu konnen. Hierbei zeigt sich im ,,Western Blot"'^ 
von Figur 10a, daB bei einer Korobination von Pycard, 
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NALPl-Cter, Caspase-1 und Caspase-5 mit Hilfe von anti- 
ILlp*-Antik5rpern IL-ip* detektiert werden kann (s. Figur 
10a oben) . Die beiden Bildausschnitte im unteren Teil von 
Figur 10a geben die Kontrollexperimente mit Anti-Flag 
bzw. Anti-Pycard-Antikorpern wieder. Diese Ergebnisse 
entsprechen der Verteilung der entsprechenden 
Zielproteine in den vier Versuchsanscitzen. Das Caspase-5- 
Spaltprodukt p35 ist mit anti-Caspase-5-Antik6rper 
deutlich sichtbar nur in der rechten Spur der Auftragung 
in Figur 10a nachweisbar. 

Figur 10b entspricht Figur 10a abgesehen davon, daB 
gleiche Mengen der Aktivatoren NALPl-Cter und Pycard mit 
pro-ILlp kotransf iziert wurden und daB die Caspasen 
jeweils eigenstandig exprimiert oder coexprimiert (rechte 
Spur) wurden* Das Spaltprodukt ILip* ist nur im Western 
Blot in der rechten Spur, also nach Coexpression, mit den 
entsprechenden AntikSrpern nachweisbar. 

Figur 11 stellt die parallele Aktivierung von Caspase- 
lund Caspase-5 wShrend der pro-ILip Prozessierung in 
THP.l Zellen, also unter physiologischen Bedingungen, 
dar« Hierbei wurde zunachst gema& Figur 11a die 
Expression von NALPl, Pycard und Caspase-1 in 
verschiedenen Zelllinien durch Western-Blot-Analyse 
untersucht (293T-Zellen, Jurkat-Zellen, EL4-Zellen, A20, 
Raji-, Ramos-, BJAB-, THP-1-, 0937-, K562-, Raw-, HeLa- 
Zellen) • Hierzu wurden die Zellektrakte (30 \ig) mit 
polyklonalen Antikorpern gegen NALPl sowie Pycard und 
monoklonalen AntikOrpern gegen Caspase-1 versetzt. Die 
vorgenannten Zellinien sind " alle humanen Ursprungs, 
abgesehen von den Lymphozyten-Zellinien A20 und EL4, die 
von MSusen stammen. Das * bezieht sich auf ein Protein, 
das mit dem anti-Pycard-Antikbrper kreuzreagiert und das 
wahrscheinlich einer ktirzeren, alternative Spleifiversion 
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von Pycard entspricht. In der rechten Auftragung von 
Figur 11a wurde eine Spezifitatskontrolle der in dieser 
Untersuchung verwendeten AntikOrper durchgef Uhrt . Hierzu 
wurden 293T-Zellen mit NALPl xind Pycard oder einem Mock- 
5 Expressionskonstrulct transfiziert, und die Zellysate 
wurden mit dem entsprechenden 2\ntik<3rper versetzt- 
Insgesamt zeigte sich bei den in Figur 11a dargestellten 
Versuchen, daB THP-l-Zellen eine starke Expression sowohl 
von NALPl, von Pycard als auch von Caspase-1 besitzen. 
10 Sie eignen sich daher besonders als Ontersucbungsobjekt 
fur die Interaktion von NALPl, Pycard und Caspase-1. Die 
Spezifitat de.r AntikOrper ist, wie aus der rechten 
Auftragung in Figur 11a hervorgeht, ausgezeichnet . 

15 In Figur lib wurde die Expression von ILlp und Caspase-5 
vor und nach Stimulierung mit LPS (1 |xg/ml, Ih, 
Bedingungen wie im folgenden ftir Figur 11c beschrieben, 
dargestellt) . Nach Stimulierung mit LPS ist hierbei im 
Zellextrakt mit den entsprechenden Antikorpern sowohl 

20 Caspase-5 als auch pro-ILl-p nachweisbar. THPl-Zellen 
exprimieren Caspase-5 jedoch auch ohne LPS-Aktivierung. 

Figur 11c gibt die Ergebnisse von Versuchen wieder, die 
sich ergeben, wenn Zellysate von mit LPS prastimulierten 

25 THP.l-Zellen bei 30°C ftir die in Figur 11c oben 
dargestellten Zeitraume inkubiert wurden. Caspase-1- 
Aktivierung ist nSmlich spontan zu beobachten, wenn 
cytoplasmatische Zellextrakte auf 30 °C erwarmt werden. Es 
wurde die Aktiviervmg von Caspase-1, Caspase-5, Caspase-9 

30 und pro-ILip, gefolgt vom Western Blotting in Gegenwart 
Oder Abwesenheit von Caspase-Inhibitoren zVADfmk (50 jiM) , 
YVADfmk (5 pM) und Proteasom-Inhibitor LLnL (50 |iM) 
zeitabhangig ermittelt. Cytochrom C (1 ng) wurde zur 
Aktivierung von Apaf-1 und Caspase-9 hinzugegeben . Die 
35 monoklonalen Antikdrper, die eingesetzt wurden, um 
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Caspase-5 und Caspase-9 zu detektierenr erkennen jeweils 
die p20-Untereinheit . In den vier Bildabschnitten der 
Figur 11c sind die jeweiligen Banden, die durch 
Markierung mit anti-Caspase-l-Antik6rper, anti-Caspase-5- 

5 AntikSrper^ anti-Caspase-9-Antik6rper und anti-ILlp- 
Antikdrper erhalten werden, dargestellt. Hierbei ergab 
sich, dass Caspase-9 nur prozessiert wurde^ wenn 
Cytochrom C dem Zellextrakt hinzugegeben wurde. Die 
Caspase-1 und Caspase-5 hingegen zeigen ahnliche 

10 Kinetiken, weswegen beide auf einem Caspase-S- 
unabhangigen Signaltransduktionsweg aktiviert werden. Die 
Caspasen-1 und -5 werden jeweils zeitabhangig nach 
Aktivierung in ihre Spaltprodukte zerlegt {p20, p35, 
Nter) . Gleichzeitig mit der Aktivieriong d6r Caspasen-1 

15 und -5 (Auftreten der Spaltprodukte) kann das pl7- 
Fragment {aktives Spaltprodukt von proIL-lB) detektiert 
werden. Bei Zugabe der beiden Caspase-l-Inhibitoren 
zVADfmk und YVADfmk wurde die proIL-lfi-Aktivierung 
blockiert . 

20 

SchlieBlich sind in Figur lid die Caspase-1, Caspase-5 
und pro-ILlp-Aktivierung nach Stimulierung von THPl- 
Zellen durch LPS (10 \ig/ml) (anstelle der Erhohung der 
Inkubationstemperatur, wie in Fig- 11c) wiedergegeben. 

25 Die THPl-Zellen wurden mit PMA vor der LPS-Zugabe 
prastimuliert* Die Aktivierung von pro-ILlp, Caspase-1 
und Caspase-5 wurde sowohl in den Zellextrakten (xt) als 
auch in den Oberstanden (SN) gemessen. Die oberen drei 
Bildausschnitte stellen dabei die Messung in den 

30 Oberstanden (SN) dar, die unteren vier Bildausschnitte 
Messungen der Anwesenheit in Zellextrakten. Die einzelnen 
Spuren entsprechen unterschiedlichen 

StimulationszeitrSumen (mit oder ohne Zugabe von Caspase- 
Inhibitor zVAD) . Die jeweils zur Detektion eingesetzten 

35 Antikorper sind links von den Bildausschnitten 
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verzeichnet, die entsprechenden Bandenpositionen sind 
rechts durch entsprechende Pfeile namentlich indiziert. 
PARP (unterster Bildausschnitt) ist ein Spaltprodukt , das 
der Caspase-3-Aktivierung erkennen ISBt. Die Spaltung von 
pro-ILip wurde durch einen Antikdrper, der spezifisch die 
gespaltene Form von pro-ILip, also ILip*, erkennt, 
detektiert (anti-ILip*) . wahrend in den Zellextrakten 
keine aktiven Formen von Caspase-1 oder Caspase-5 
auftreten, sind diese ebenso wie die aktive Form pl7 
(aktives Spaltprodukt von proIL-lB) in den OberstSnden 
nachweisbar. D.h. aktive Formen von Caspase-1 und 
Caspase-5 werden aus den Zellen gemeinsam mit pl7 in den 
Oberstand sezerniert. Eine Spaltung (Aktivierung) von 
P2\RP als proapoptotisches Signal (unterster 
Bildausschnitt) findet dagegen erwartungsgemafi nicht 
statt . 

Um zu iiberpriifen, ob NALPl, Caspase-1, Caspase-5 und 
Pycard tatsSchlich zur Aktivierung von proIL-lfi 
zusammenwirken, wurden nicht-aktivierte Zellextrakte von 
THPl-Zellen mit Gelf iltrationsmethoden untersucht- Figur 
12 stellt Ergebnisse dar, die zeigen, dass die Bildung 
eines Komplexes stattfindet, der NALPl, Pycard, Caspase-1 
und Caspase-5 enthalt, das sogenannte Inflammosom. 
Hierbei beruhen die in Figur 12a dargestellten Ergebnisse 
auf folgenden Versuchsansatzen: THPl-Zellysate wurden ftir 
die Dauer von 60 min bei 30 "C inkubiert; diese 
Bedingungen fUhrten zu spontaner Aktivierung von pro-ILip 
(s. Figur lib). Hierzu. wurden Zellextrakte 
grSBenfraktioniert auf Superdex S-200 SSulen. Das 
Elutionsmuster von NALPl, Pycard und Capase-1 in den 
Zellextrakten vor und nach der Aktivierung, d.h. nicht 
stimuliert und stimuliert, ist dargestellt. Die weiBen 
Pfeile geben die Elutionspositionen der Proteine, die zu 
einem Komplex von hesherem Moleklargewicht hin verschoben 
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sind an (Inf lammosoiti-Fraktionen 19 und 20) • In der 
Kopfzeile von Figur 12a ist der Standard wiedergegeben 
(in kDa) , also die Positionierung entsprechend groBer 
Proteine in den einzelnen Fraktionen* Die verschiedenen 
Bildausschnitte geben die Elutionsprof ile fttr NALPl/ 
Pycard, Caspase-1 und FADD (letzteres zu 
Vergleichszwecken) wieder. Figur 12a zeigt, dass NALPl 
(mit einem theoretischen Molekulargewicht von 156kDa) 
bereits ohne Stimulierung als Multiproteinkomplex 
vorliegt (ca. 700 kDa) . Nach AuslOsung der Caspase-1- 
Aktivierung kann eine deutliche Verschiebung des NALPl- 
Komplexes zu einem hoheren Molekulargewicht (ca, 700 kDa) 
beobachtet werden. Auch Pycard und Caspase-1, die im 
nicht-stimulierten Zustand erwartungsgemaJi bei ca. 30 kDa 
bzw* 60 kDa eluieren, werden nach Stimulation zumindest 
tw^ auch in der 700 kDa-Fraktion^ enthaltend NALPl, 
beobachtet. NALPl, Pycard und die beiden Caspasen 
Caspase-1 und Caspase-5 bilden das Inflaramosom. 

Figur 12b zeigt, dafe NALPl, Pycard^ Caspase-1 und 
Caspase-5 einen Komplex bilden, und zwar zeitabhangig . 
Hierbei wurden Extrakte von THPl-Zellen fur verschiedene 
Zeitraume, wie in der Kopfzeile von Figur 12b 
wiedergegeben, stimuliert, indem bei 30**C inkubiert 
wurde. Die Immunoprazipitation erfolgte durch anti- 
Pycard-Antikorper (linke Auftragung) oder anti-NALPl- 
Antikorper (rechte Auftragung) . Es wurde dann mit Hilfe 
der in Figur 12b jeweils dargestellten Antikorper im 
Western Blot die Anwesenheit von Caspase-1, Caspase-5 
bzw. NALPl untersucht- Wiederum sind rechts von den 
dargestellten Bildausschnitten die Positionen der dort zu 
erwartenden Proteine oder Proteinf ragmente dargestellt 
(s.o.). Im Ergebnis coimmunoprazipitiert Caspase-1 
entweder mit Pycard oder mit NALPl in THPl-Zellextrakten 
in aktivierungsabh^ngiger Weise. Im Unterschied zum 
Zellextrakt lag im Immunoprazipitat im wesentlichen die 
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prozessierte (aktivierte) Form von Caspase-1 vor. Die 
Caspase-l-Bindung ist transient, da 2h nach der 
Stimulierung deutlich weniger Caspase-1 im Inflammosom 
nachweisbar war. Neben Caspase-1 iinmunoprazipitieren 
anti-Pycard-Antik6rper auch die Caspase-5 und NALPl 
abhSngig von der Stimulation. 

Figur 13 gibt Ergebnisse wieder, die zeigen, dafi Pycard 
(und NALPl) ftir die Caspase-1- und Caspase-5-Aktivierung 
in THPl-Zellen unerlSBlich ist. Hierzu wurden gemafi Figur 
13a THPl-Zellysate bei 30 'C fiir verschiedene ZeitrSume 
und in Anwesenheit oder Abwesenheit von gegen 
beispielsweise Pycard oder NALPl gerichteten AntikSrpern 
und we iter en Kont roll-Ant ikorpern (MLTparacaspase, 
TRAMP/ DR3, RIP2) stimuliert. Die Aktivierung von Caspase- 
1 wurde dann, wie in Figur lib, beschrieben 
weiterverfolgt. In den beiden Bildabschnitten der Figur 
13a ist oben ein Western Blot mit anti-Caspase-1- 
AntikSrpern und unten ein Western Blot mit anti-Caspase- 
5-Antik6rpern zu sehen. Im Ergebnis zeigte sich, dass die 
Zugabe von anti-Pycard-Antikdrpern zu Zellextrakten die 
Caspase-l-Aktivierung sofort herunterreguliert, die 
anderen zur Kontrolle eingesetzten Antik6rper hingegen 
keinen Effekt bewirken. Anti-Pycard- oder anti-NALPl- 
AntikSrper bewirkten eine Inhibierung der Caspase-5- 
Aktivierung . 

Figur 13b gibt die Dosisabhangigkeit der durch anti- 
Pycard-Antikorper erzielten Inhibition der Caspase-5 
Aktivierung wieder. Diese Antikorper in entsprechenden 
Konzentrationen fiihren dazu, dalS das p20-Spaltprodukt von 
Caspase-5 nicht mehr im Western Blot mit entsprechenden 
Antikorpern detektierbar ist. Der inhibitorische Effekt 
von anti-Pycard-Ant ikorpern war also dosisabhangig. 
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Die Ergebnisse in Figur 13c bestatigen, dali anti-Pycard- 
Antikorper nicht mit der Cytochrom c-vermittelten 
Caspase-9--iMctivierung interferiert (die experimentellen 
Bedingungen sind im Zusammenhang mit Figur 11 
beschrieben) • Das Caspase-9-Spaltprodukt p20 ist mit 
anti-Caspase-9-Antik6rpern namlich weiterhin 

detektierbar, es findet also keine Inhibition statt. 

Figur 13d stellt die Ergebnisse von Versuchen dar, bei 
denen THPl-Zellextrakte mit Protein G-adsorbierten, gegen 
Pycard Oder NALPl oder als Kontrolle Ig gerichteten 
Antikorpern inkubiert wurden. Nach der Entfernung der 
entsprechenden Ktigelchen wurde der Iromunniederschlag von 
Pycard und NALPl durch Western-Blot -Analyse untersucht. 
Die Caspase-l-Aktivierung wurde dann durch eine 
Temper a turerh5hung von 0** auf 30**C hervorgeruf en. Hierbei 
wird Caspase-9 nur aktiviert { also p20 vorhanden) , wenn 
Cytochrom C den Proben hinzugegeben wird. Wenn Pycard 
durch Zugabe von entsprechenden Antik5rpern aus dem 
Zellextrakt durch FSllung vor der Stimulierung entfernt 
wird, wurde die Caspase-l-Aktivierung vollstSndig 
blockiert. Trotz unvollstandiger Fallung von NALPl mit 
Hilfe entsprechender Antikorper wurde dennoch eine 
signifikante Reduktion der Caspase-l-Aktivierung 
beobachtet . 

Figur 14 gibt die Inhibierung der pro-ILlp Prozessierung 
durch dominant negative Varianten von Pycard (DN) wieder. 
GemaB Figur 14a wurden THPl-Zellen durch Verwendung eines 
retroviralen Vektors, der die Flag-mar kierte Pyrin-Domane 
(Aminosauren 1 bis 94, ohne CARD-Domane) von Pycard und 
ein Resistenz-Gen gegen Puromycin kodiert, infiziert- 
Dieses Konstrukt ohne CARD-Dom^ne bindet an NALPl, aber 
nicht an Caspase-1, ist also eine erf indungsgemaBe 
Verbindung zur Blockade der NALPl /Pycard-induzierten 
Caspase-l-Aktivierung. Nach Selektion mit Puromycin 
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wurden stabil transf izierte Zellpopulationen iia Hinblick 
auf ihre Expression von Flag-markierten Proteinen durch 
Western-Blot-Analyse untersucht (gemSfi Figur 14a sind 
zwei verschiedene Populationen dargestellt) . Gemafi Figur 
14a erhaltene stabil transfizierte— Zellen,. die DN-Pycard. 
exprimieren, wurden mit LPS (10 ng/ml) fiir die 
angegebenen Zeitabschnitte behandelt, und die 
Prozessierung von Caspase-1, Caspase-5 und pro-ILip in 
den entsprechenden Zelliiberstanden (SN) , wie in Figur lid 
beschrieben, bestimmt. In den linken Spuren wurde DN- 
Pycard hinzugegeben, in den rechten Spuren ein Mock- 
Vektor als Kontrolle. 



In dem oberen Bildausschnitt von Figur 14b ist deutlich 
erkennbar, dafi prozessiertes ILip* in den angegebenen 
Stimulationszeitraumen nur dann auftritt, wenn 
entsprechende Mock-Konstrukte eingesetzt wurden, dagegen 
konnten nur ganz schwache Signale bei Anwesenheit von DN- 
Pycard beobachtet warden. Auch im Hinblick auf Caspase-1 
und Caspase-5 sind die prozessierten Formen im Falle 
einer Zugabe von DN-Pycard nur in geringen Mengen 
nachweisbar, es findet also keine Aktivierung (Sekretion) 
der Caspasen-1 und -5 statt. Dagegen hatte die expression 
yon DN-Pycard keine Wirkung auf die LPS-induzierte NF-kB- 
Aktivierung oder die pro-ILlB-Synthese. 



Die beigefttgtenAnlagenbiatter Al bis A9 ist Bestandteil 
der vorliegenden Offenbarung. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden 
Ausftihrungsbeispiele naher charakterisiert : 

Ausf (Ihrungsbeispiele 
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1 . Ausfiihrungsbeispiel 

Um zu tiberprtifen, ob die PYD-Domanen - wie auch die 
DomSnen DD, DED, CJ^D - die Eigehschaft haben, nur mit 
Mitgliedern innerhalb der eigenen Familie von "e-Helix- 

5 Btindel-Proteinen" zu interagieren, wurden 

Expressionsvektoren far PYD-Proteine hergestellt und mit 
Coimmunoprazipitations-Experimenten ihre Eignung zur 
Interaktion mit anderen Proteinen iiberpruft. Hierzu 
wurden Pycard-Konstrukte durch PCR-Techniken aus den 

10 folgenden IMAGE-EST-Klonen amplif iziert : AA528254 (965955) 
und AI148558 (1714818) . Pycard wurde mit den folgenden 
Primern amplif iziert : JT1509 5 ' -ATGGGGCGCGCGCGCGAC-3 ' und 
JT1512 5 ' -TCAGCTCCGCTCCAGG-3 ' . Die PYD-DomSne von Pycard 
vmrde mit JT1509 und JT1510 5'CGACTGAGGAGGGGCC-3' 

15 amplif iziert . 

NALPl-Konstrukte wurden mit PCR-Methoden amplif iziert, 
indem die KIAA0926-EST-Klone aus dem Kazusa-DNA-Research 
Institut als "Template" verwendet wurden. NALPl-PYD wurde 
20 mit JT1497 5 • -ATGGCTGGCGGAGCCTGGGGCCGCCTGGCCTGTTACTTG-3 ' 
und aT1525 5 ' -GATCCAGGGCATTAGCAC-3 • amplif iziert . NALPl- 
CARD wurde mit JT1500 5 ' -GTTGATACTTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAG- 
3* und JT1527 5 ' -GATGAGACTCTGGTGTGG-3 • an^lif iziert. 



Die amplifizierten Fragmente wurden in PCR-Zero-Blunt 
(von Invitrogen) ligiert und in der EcoRl-Schnittstelle 
von VSV Oder Flag, die die PCR-3 (von Invitrogen) 
abgeleiteten Vektoren enthalten, subkloniert, wie bei 
Thome et al. (1999 , J. Biol. Chem. , 274, 9962-8) 
beschrieben. Die anderen eingesetzten Konstrukt^ wurden 
bereits vorher bei Thome et al. (1999 J. Biol. Chem., 
274, 9962-8) beschrieben und sind in Hinblick auf die 
Darstellung der experimentellen AusfOhrung Bestandteil 
der vorliegenden Offenbarung. • Die Ver6f fentlichung von 
Burns et al. (1998, J. Biol. Chem., 273, 12203-12209) 
beschreibt die DurchfQhrung der Immunoprazipitation. Sie 
ist gleichfalls Bestandteil der vorliegenden Offenbarung 
und laBt sich zusammengef afit so darstellen: 
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293T"2ellen, die in DMEM-Medium kultiviert wurden, das 
mit 10%igen fotalem KSlbersertira Glutamin erg^nzt wurde, 
wurden mit elner Dichte von 1-3x10^ Zellen pro 10 cm- 
Platte angesetzt und mit 3\xg des jeweiligen Konstrukts am 
nachten Tag durch die Calciumphosphat- 

PrSzipitationsmethode transf iziert . Die Zellen wurden 
gesainmelt und in Lyse-Puffer 24 bis 26 Stunden nach der 
Transfektion lysiert (der Lysepuffer enthalt 0^2% NP40, 
ISOmM NaCl, SOmM EDTA, BOinM Tris, pH 7,4). Die Zell- 
Lysate wurden fur mindestens drei Stunden auf Sepharose 
6B (von Pharmacia) vor der Prazipitierung mit einer 
gleichen Menge von Proteinen bei 4^*0 fur 4 Stunden mit 
3\il einer Flag-Agarose (von Kodak International 
Biotechnology) von 3pl von Sepharose 6B Ktigelchen 
vorgereinigt. Das Harz wurde sechsmal in Lysepuffer 
gewaschen und nach der letzten Wasche wurde gebundenes 
Protein durch Kochen im Probenpuffer eluiert, separiert 
durch SDS-PAGE und auf Nitrocellulose transferiert (von 
Hybond ECL, Pharmacia) , urn nachfolgend das Western- 
Blotting durchfahren zu k5nnen. Die anti-VSV und anti- 
Flag-Antikorper stammen von Sigma. Ein HRP-konjugierter 
Antikorper wurde eingesetzt, der spezifisch die schweren 
Ketten von murinem IgGl (von Southern Biotechnology 
Associates ) detektierte . 

Wie in Fig. 4 als Ergebnis des vorliegenden 
Ausfiihrungsbeispiels gezeigt, konnte eine spezifische 
Bindung von Pycard mit dem PYD-Doman von Pycard und NALP 
dann detektiert werden, wenn eine Coexpression mit VSV- 
markiertem Pycard, Flag-markierten Konstrukten, die 
entweder die PYD-Domane von Pycard oder die PYD-Domane 
von NALPl enthalten coexprimiert wurden. Dagegen wurden 
keine Interaktion der PYD-DomSne von Pycard mit anderen 
PYD-Domanen oder mit TodesdomSnen, CARD-DomSnen oder 
Todeseffektordomanen (letzteres ist in Fig. 4 nicht 
dargestellt) 
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festgestellt. Daher interagiert eine PYD-Domane 
spezifisch mit PYD-Domanen iiber eine Protein-Protein- 
Wechselwirkung, Im Ergebnis zeigt Fig. 4 also, daB Pycard 
mit Hilfe seiner PYD-Domane homodimerisiert und mit der 
5 PYD-Domane von NALPl interagiert. 

2 . Ausf uhrungsbeispiel 

10 NALPl Cter (AS 1030 bis 1430, der NAD- und der CARD- 
Domane entsprechend) , wurde mit Hilfe von JT1658 (5'- 
aaactcctggacgtgagcaag-3 ' ) und JT1500 (5 ' - 

tcagctgagtggcaggag-3 ' ) amplifiziert und in dem 
Saugerexpressionsvektor pCR3 im entsprechenden Leseraster 

15 mit der "tag"-Markierung subkloniert. In ahnlicher Weise 
wurde NALPl Nter (AS 1 bis 665, entsprechend der Pyrin- 
und der NBS-Domaine) mit Hilfe der Primer JT1497 (5'- 
atggctggcggagcctggggc-3 • ) und JT1526 (5 • - 

caggcctagtattccata-3' ) amplifiziert. Die 

20 Expressionskonstrukte fur Caspase-4, Caspase-1, und 
Caspase-9, Flag-markiertem RIP2, Apafl, RAIDD, BcllO, IL- 
Ip, wurden entsprechend der Beschreibung bei Thome et al. 
(Current Biology 8, 885 (1998) und Thome et al. (J. Biol. 
Chem. 274, 9962 bis 9968 (1999)) zur Verfugung gestellt. 

25 Die Plasmide, die ftir Caspase-5 und NODI kodieren, 
stammen von Christoph Frdhlich bzw. Gabriel Nunez 
(Department of Pathology, Oniv. of Michigan Med School, 
1500 E. Medical Center, Ann Arbor, MI 48109, USA) . 
Transiente Transfektion von 293T-Zellen, die Zellyse, die 

30 Immunoprazipitationsanalyse, das "Imraunoblotting" und der 
NF-KB-Assay wurden so durchgeftihrt wie bei Thome et al. 
(Current Biology 8, 885 (1998)) beschrieben, worauf 
ausdrticklich Bezug genommen wird und was in die 
Offenbarung referenziell eingeschlossen ist. Die 

35 vorgenannten Verfahren wurden wie an vorzitierter Stelle 
beschrieben, durchgeftihrt, abgesehen von der Verwendung 
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von Ig schwerkettenspezifischen AntikSrpern (HRP- 
konjugierten ziegen-anti-Maus IgGl und Ziegen-anti- 
Kaninchen IgG als SekundSrreagenz im Rahmen des "Western- 
Blottings" (Southern Biotechnology/ Birmingham, GB) . 

Polyklonale AntikSrper wurden durch Injektion von MAP- 
Peptiden, die den Aminosauren 2 bis 25 von NALPl, den 
Aminosauren 2 bis 27 von Pycard entsprechen in Kaninchen 
(Eurogentec, Belgien) und nachfolgender Immunoreinigung 
auf den entsprechenden Peptiden hergestellt. Der 
monoklonale Antikarper, gerichtet gegen die CARD-DomSne 
von Caspase-1, staramt von Junying Yuan (Boston, MA 02115, 
USA, Harvard Medical School, 240 Longwood Av.) 

Die weiteren AntikSrper wurden von den folgenden 
Herstellern erworben: Caspase-5 (MBL) , Caspase-9, PARP, 
gespaltenes IL-lp D116 (Cell Signaling), Anti-Flag- 
Antikorper (M2, Sigma), Anti-VSV-Antik5rper (P5D4, 
Sigma) , Caspase-3 (Transduction Laboratories) . 



Zur in-vitro Caspase-l/pro-ILlp-Aktivierung wurden THP.l 
Zellen in Suspension in entsprechenden Flaschen in RPMI 
1640 Medium, ergSnzt mit 10% hitzeinaktiviertem fStalen 
Rinderserum, SOjiM p-Mercaptoethanol und 

Penicillin/Streptomycin (jeweils 100 ng/ml) bis zu einer 
Dichte von 1,5 x 10^ Zellen/ml aufgezogen und far eine 
Stunde mit LPS (1 jig/ml) prastimuliert. Zytosolische 
Extrakte wurden, wie bei Liu et al. (Cell 86, 147 - 157, 
1996) beschrieben, hergestellt. Zusammenfassend laBt sich 
hierzu sagen, daB die Zellen in phosphatgepuf ferter 
Kochsalziesung gewaschen wurden, in 5 Volumina 
eisgektihltem hypotonischen Puffer W (20 mM Hepes-KOH, pH 
7,5, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 mM Na EDTA, 1 mM Na EGTA, 
und 0,1 mM PMSF) unter HinzufQgung eines Protease- 
35 Inhibitor-Cocktails (Roche, Basel, CH) aufquellen 
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konnten. Nach einer 15 min. Eisktihlung wurden die Zellen 
durch 15~tnalige Passage durch eine G22-Nadel 
aufgebrochen. Nach der Zentrifugation wurden die 
Oberstande filtriert (0,45|x) und ftir den in-vitro IL-lp 
Spaltungsassay verwendet . 

Die Immunoprazipitation von endogenem Caspase-l/NALPl/ 
Pycard-Interaktionskomplex wurde unter Zuhilf enahme von 5 
X 10® THP.l Zellen pro Zeitpunkt durchgefuhrt . Die in- 
vitro Inf lammosom-Aktivierung wurde, wie oben 

beschrieben, durchgefuhrt* Mit 3 jig des indizierten 
Antikorpers bei 4**C im Puffer mit 20 jil Protein-A- 

Sepharose CL-4B (Pharmacia) ftir 4 Stunden^ wurde 
immunoprSzipitiert, Die Komplexe wurden durch 
Zentrifugation wiedergewonnen und 6mal mit dem Puffer W 
gewaschen. Dm Pyrin und NALPl iramunologisch 
niederzuschlagen, wurden THP.l-Zellextrakte mit auf 
Protein-G-Kiigelchen adsorbierten AntikSrpern fur 1 Stunde 
auf Eis inkubiert. Nach Entfernung der Ktigelchen wurde 
die Caspase-l-Aktivierung durch Temperaturerhohung auf 
30 ^'C angestofien. 

Die aktivierten Proben (inkubiert bei 30**C) oder die 
nicht-aktivierten Proben (bei 4**C belassen, 

Kontrollproben) wurden auf Superdex-200 HR 10/30 saulen 
geladen und die Proteine wurden im Puffer W bei einer 
Durchf luBgeschwindigkeit von 0,5 ml/min, als 0,5 ml 
Fraktionen, eluiert. Das "Western-Blotting" wurde nach 
Chloroform: Methanol-Prazipitierung der Gesamtf raktion 
durchgefuhrt. Die Saule wurde mit den folgenden Proteinen 
als Standard kalibriert: Thyroglobulin (669 kOa) , 
Ferritin (440 kDa) , Katalase (232 kDa) , Aldolase (158 
kDa) , Kinder serum-Albumin (67 kDa) , Ovalbumin (43 kDa) , 
Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuclease A (13,7 
kDa) - 
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urn eine LPS-Aktivierung der Caspase-l/Pro-IL-lp- 
Aktivierung zu erreichen, wurden THP.l-Zellen mit 0,5 pM 
PMA (calbiochem) fiir die Dauer von 3 Stunden 
differenziert. Die Zellen wurden gewaschen und auf 24 

5 "Well"-Platten bei einer Dichte von 4 x 10^ Zellen pro 
"Well" ausplattiert und dort belassen, um tiber Nacht sich 
anheften zu kSnnen. Nach dem Waschen im Medium ohne FCS, 
wurden die Zellen mit LPS.lOng/ml (E.coli 055:B5, Sigma), 
wie in Fig. 11 gezeigt, behandelt oder nicht behandelt. 

10 Die Zeliaberstande und Zellniederschlage wurden entnommen 
und durch "Western-Blotting" hinsichtlich verschiedener 
Caspasen und IL-lp analysiert. 

Um stabile Zellinien herzustellen, wurden Flag-markierte 
15 dominant negative (DN) Formen von Pycard (AS 1 bis 94, 
entsprechend der Pyrin-Domane) in MSCV Puromycln- 
selektierbare retrovirale Vektoren (Clontech) kloniert 
und ein rekombinantes Virus wurde erhalten und nach 
Transfektion von 293T-Zellen in Kombination mit einem 

20 Vektor, enthaltend die viralen Strukturgene (VSV-G 
"Pseudotyping" Vektor) , titriert. THP.l-Zellen wurden 
infiziert, mit Puromycin (5 |ig/ml) far die Dauer von 2 
Wochen selektiert und die Zellpopulationen wurden auf die 
Proteinexpression, Caspase-1, Caspase-8 und IL-lp- 

25 Aktivierung hin analysiert. 
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Anlagen Al bis A9 



Al: 



In pro-apoptotischen Signaltransduktionskaskaden wird die Wechselwirkung zwischen 
den verschiedenen Initiatoreinheiten, wie z.B. dem Todesrezeptor Fas, den 

10 verschiedenen Adaptorproteinen imd den Caspasen in erster Linie durch drei stmktureli 
verwandte Protein-Protein-Domanen, namlich der Todesdomane (DD), 
TodesefEeklordomane (DED) und der Casjias^krutierungsdomane (CARD), vermittelt 
Im vorliegenden Fall wird der Nachweis erbracht, dass eine vierte verwandte DomSne, 
die PyrindomSne (PYD) genannt, existiert Die PYD wird in Pyrin, einem Protein, das 

IS bei Patienten mit famili9rem Mittelmeerfieber mutiert ist, bei Pycard, einem Regulator 
der Etopodd-vermittelten Apoptose, bei einer Caspase vom Zebrafisch nnd in zwei 
neuen Proteinen (NALPl, NALP2), die stmktureli mit dem Apoptose- 
Regulationsprotein Card4/Nodl verwandt sind, beobachtet. Fur die PYD-Domane von 
Pycard wurde nachgewiesen, dass sie homodimerisiert und mit PYD von NALPl 

20 interagiert. Die Identifizierung der PYD-Familieimiitglieder kann hierbei zur 
kurzMstigen Charakterisierung von pro-apoptotischen und/oder pro-inflammatorischen 
Signaltransduktionswegen beitragen. 



Einfuhrung 

25 Die Apoptose oder der programmierte Zelltod ist em wesentiicher Vorgang bei Tieren 
und Pflanzen, insbesondcre fOr die Beseitigung von unerwOnschten Zellen in einer 
geordneten Art und Weise. WShrend der letzten Jahre ist ein erheblicher Fortschritt bei 
der Identifizierung und Charakterisierung der modularen Natur von Molekulen, die fur 
die Regulation und Exekudon der Apoptose verantwortlich sind, erzielt worden 

30 (Aravind et al., 1999, Hofinaim, 1999). Von besonderer Bedeutung ist hierbei, dass drei 
Familien von Homologiedomanen, die Todesdomane G^D), die Todeseffektordomane 
(DED) und die Caspaserekmtierungsdomane (CARD) existieren, die entfemt 
miteinander verwandt sind, imd eine Superfamilie von „Sechs-Helix-bundle"- 
Proteininteraktionsdomanen bilden. Bei diesen Domanen ist insbesondere wichtig, dass 

35 sie hochspezifische Wechselwirkung mit Mitgliedem der gleichen Subfamilie ausubm 
und in den meisten Fallen auch eine RoUe beim Signaltransduktionsprozess, der zur 
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Apoptose md/oder Entzundung fuhrt, spielen. Im Besonderen ist 2x1 beachten, dass die 
,^daptorebene" von Proteinen, die namlich die Todesrezeptorsignale zu den Caspasen 
tcansporderen, staik mit Proteinen besetzt ist, die Kombinationen von Domanen von 

5 DD/DED/CARD aufweisen. Aufgnmd der groBen Bedeutimg iind der Vorhersagbarkeit 
ihrer Funktion sdnd mehreie systematische Suchen nach neuen Proteinen, die diese 
Domanen enAalten, erfolgreich durchgefuhrt worden. Hierdurch wurde die Entdeckung 
von Proteinen wie FLIP, CARDIAK/RIP2, ARC, BcllO, DEDD (Innler et al., 1997; 
Koseki et al-, 1998; McCarthy et al., 1998; Stegb et al,, 1998, Thome et al., 1999) 

10 moglich, Im folgenden berichten wir von der Entdeckung einer neuen DomSnenart, die 
im folgenden PYD (Pyrindomane) genannt wird. Diese kann als vierte Subfantiilie 
innerhalb der „Sechs-Helix-,,bmidle'*-Interaktionsdonianen" bezeichnet werden, 
namlich aufgrund von Sequenzhomologien, Stmkturvorfiersage und 
Interaktionseigenschafien. 

15 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Idenfiraerung einer neuen DomSne: Die Pyrin-Domane 

Im Zuge der Analyse der Sequenz des kurziich identifizierten Proteins Pycard mit einer 
20 CARD-Domane (PYD und CARD ^thaltendes Protein), das auch als ASC („Apoptose- 
assoziiertes Speckle-Shnliches Protein**) bekannt ist, wurde realisiert, dass die zweite 
stnikturelle Domane, die am N-Terminus von Pycard pyrindomane, PYD) aufiritt, eine 
schwache, aber signifikante Sequenzhomolo^e zu einer Vielzahl anderer Proteine 
(Figur lA) aufweist. Pycard ist ein 22-kDa-Protein, das Aggregate bildet, sobald die 
25 Apoptose durch gewisse Antitumorsubstanzen induziert wird (Masumoto et al., 1999). 

Dariiber hinaus ist festzustellen, dass bei Zellen, die dazu gezwungen wurden, 
reduzierte Mengen von Pycard zu exprimieren, die Etoposid-vermittelte Apoptose 
gleichfalls signifikant unterdrilckt ist Unter Verwendung von PYD von Pycard ergab 
30 eine einfache BLAST-Suche, dass zwei zusatzliche PYD-enthaltende Proteine in der 
Sequenzdatenbank entfaalten sind, nSmlich Pyrin und Caspy. Pyrin wurde an^glich als 
Produkt des MEFV (MittehneerGeber)-Gens identifiziert, das bei Patienten mit 
familiSrem Mittehneeifieber mutiert ist (FrenchFMFConsortium, 1997; 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 02/40668 



PCT/EPOl/12545 



57 

IntemationalFMFConsortium, 1997), ein erbliches periodisches Fiebersyndrom, das 
durch episodisches Fieber und serosale und synoviale EntzQndung charakterisiert ist 
Der Erkenntnisstand im Hinblick auf Pyrin basiert im wesentlichen auf seiner 
5 Domanenstruktur, die, zusatzlich zur PYD-Domane, auch einen B-Box-Zinkfinger und 
eine „Spry**-Domane aujRveist (Figur IB). Es wurde daher vorgeschlagen, dass Pyrin ein 
Mitglied der RoRet-Genfamilie der nukleSren Transkriptionsfaktoren ist, was Anlafi zur 
Spekulation gab, dass das Protein als ein transkriptionaler Inflammationsiegulator 
(Centola et al., 1998) fungiert. Neueie Ergebnisse legen jedoch nahe, dass Pyrin in 
10 Z3^oplasma lokalisiert ist und keine nachweisbare transkriptionale Aktivitat aufweist 
(Chen et al., 2000; Tidow et al., 2000). Daher ist die genaue Funktion von Pyrin bei 
inflammatorischen Krankheiten immer noch ungeklart. 

^ Auf der Basis der PYD-Sequenz dieser beiden Proteine wurde ein allgemeines PYD- 

15 Profil erstellt (Bucher et al., 1996) und in den nachfolgenden Suchschritten in der EST- 
Datenbank eingesetzt Zwei zusatzUche PYD-enthaltende Proteine NALPl und NALP2 
(NACHT; LRR und PYD-rathaltende Proteine) wurden identifizierL Die 
Sequenzanalyse ergab, dass die NALPs eine PYD-, NACHT- und LRR-modulare 
Organisation aufweisen (Figur lA, B). Die NACHT- und LRR-Domanenarchitektur 

20 wird bei Proteinen aufgefunden, die an der Inflammation oder Apoptose beteiligt sind, 
insbesondere bei CARD4/Nodl (Figur IB), ein NF-kB-induzierendes MolekQl (Bertin 
et al., 1999; Inohara et al., 1999), einem neuronalen Apoptose-Iuhibitor-Protein, NAIP, 
und dem MHC Klasse n-Transkiiptionsaktiyator, CIITA (Koonin und Aravind, 2000). 
Interessanterweise ist die DomSne PYD von NALP2 durch CARD bei CARD4/Nodl 

25 ausgetauscht, wahrend die struktiirelle Gesamtorganisation konserviert ist, was eine 
ahnliche Funktionalitat vermuten lasst (Figur IB). CASPY ist ein PYD- und 
Caspasedomane entbaltendes Protein, das anfanglich mit einer Datenbanksuche nach 
Zebrafisch-Homologen von Apoptoseregulatoren von Saugem (Inohara und Nunez, 
2000) identifiziert wurde. Diese Caspase ist am starksten homolog zur Caspase-13, die 

30 beim Menschen CARD anstelle von PYD enthSlt Beachtenswert ist, dass die gleiche 
Untersuchung ein Pycard-verwandtes Protein bei Zebrafischen identifi^ert hat, was 
eine hohe evolutionare Konservierung dieser Proteine indiziert (Figur 1 A). 
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Die Pyrm-Domane ist verwandt mit der DD-Familie 

Auf der Basis von Sequenzvergleichen wurde vorgeschlagen, dass die Domanen DD, 
5 DED und CARD struktarell vOTwandte I^otein-Proteininteraktionsmodule darsteUen 
(Hofinaiin et al., 1997)- Alle drei DomSnenarten haben eine ahnliche GrQBe und die 
SekmidSrstniktur-analy ergab eine Sbnliche Anordnung der sechs a-Helices. Alle drei 
DomSnen teilen also die Eigenschaft, Hontio- oder Heterodimere bilden zu konnoi, und 
sind aufierdem hochkonserviert (Hofinann et al., 1997). Die Strukturvorhersage wurde 
10 spater durch NMR-Analyse der DDs, DEDs und CARDs (Chou et al., 1998; Eberstadt 
et al, 1998; Huang et al,, 1996; Zhou et al,, 1999) bestatigt, da die strukturelle 
Topologie dieser DomSnen sich als sebr ahnlich envies, insbesondere im Hinblick auf 
den strukturellen Kern, der durch die Helices a2 bis a5 gebildet wird (Figur 2). 
Emschliefilich der PYD-enthaltenden Sequenzen in einem allgemeinen „Aligmnenf' 
15 gegenOber DED, CARD und DD, wurde erfindungsgemaB die PYD-Domane als ein 
potentielles viertes Glied der , J)D-gefidteten** Super&milie identifiziert (Figur 2). 

Trotz der Ahlichkeit ihrer Faltung ist bekannt, dass DD, DED und CARD 
ausschliefilich, mit Mitgliedem der eigenen Subfamilie inteiagieren, so dass keine 

20 Promiskuitat zwischen den DomSnen festgestellt werden konnte. Um zu tlberprufen, ob 
die PYDs die gleichen Eigenschaften aufweisen, wurden E^qpressionsvektoren fur die 
PYD-Proteine erzeugt, und in Ko-Immunoprazipitationsexperimenten auf ihre 
Eigenschaft, mit anderen Proteinen zu interagieren, getestet. Wie in Figur 3 dargestellt, 
wurde eine spezifische Bindung von Pycard mit den PYDs von Pycard und NALPl 

25 detekdCTt, wenn eine Koexpression mit einem VSV-markierten Pycard, Flag-markierten 
Konstrukten enthaltend die PYD von Pycard oder die PYD von NALPl ausgefiihrt 
wurde. Keine Interaktionen der PYD von Pycard mit anderen PYDs oder mit DDs, 
CARDs oder DEDs (Figur 3) wurden nachgewiesen. Daher ist die PYD-DomSne eine 
Protein-Protein-Interaktionsdomane, die spezifisch mit PYD-DomSnen interagiert. 

30 

Pycard mit seiner PYD-CARD zweigeteilten DomSnenorganisation erinnert an das DD 
und DED endialtende MolekOl FADD oder das DD und CARD enthaltende Protein 
RADDD. Fur beide Proteine ist bekannt, dass sie ein DD entfaaltendes Protein mit einem 
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eine DED- oder CARD-Domane enthaltenden Protein adaptieren. Beispielsweise 
erfordert die DD von Fas FADD, um an die DED von Caspase-8 zu binden. Unsere 
Resultate lessen vermuten, dass Pycard ein neues AdaptormolekQl darstellt, das NALPl 
5 an ein noch unbekanntes und zu definierendes CARD-enfhaltendes Protein koppelt 
Tatsachlich zeigen erste Resultate, dass die CARD von Caspase-S die Zielstruktur von 
Pycard-CARD isL Die physiologische Rolle dieser Interaktion wird zur Zeit noch 
imtersucht 

10 Zusammenfassend ist festzustellen, dass wir PYD als ein neues Protein-Protein- 
Interaktionsmodul identifiziert haben, das alle Kriterien eines Mitglieds der DD- 
Faltungsfamilie erfullt. Vergleichbar zur beschrankten Interaktions-Fahigkeit, die fur 
andere Mitglieder gilt, interagieren PYDs nur mit PYDs und nicht mit Mitgliedem der 
drei anderen Subfamilien. Daruber hinaus werden PYDs im Zusammenhang mit 

15 Proteinen, die an der Apoptose und der Inflammation beteiligt sind, gefunden, was am 
besten durch die Caspase Caspy belegt ist RegelmaBig treten PYDs zusammen mit 
CARDs, wie z.B. bei NALPl und Pycard, auf. Die Identifibderung der neuen, PYD- 
enthaltenden Proteine erm5glicht daher wahrscheinlich die Charakterisierung von neuen 
pro-apoptotischen oder pro-inflammatorischen Signaltransduktionsweg^ vde es auch 

20 der Fall war nach der IdentifLderung der DD von Fas vor einigen Jahren Qtoh und 
Nagata, 1993). Wir glauben, dass die Charakteriderung von NALPl und dem Pycard- 
Komplex b^its der erste Schritt in diese Richtung ist, was schliefilich zu einem 
besseren Verstandnis der molekularen Ursach^ von inflammatorischen Krankheiten 
fuhren wird. 

25 

METHODEN 

Sequenz- und Strukturanalyse 

30 Die Blast* und Profile-Algorithmen wurden verwendet (Bucher et al., 1996), die auf 
dem ISREC-Server (www.isrec.isb-sib.ch) verf&gbar sind. Die SekundSrstruktur wurde 
nach den Algoritfamen von Rost und Sander (1993) vorhergesagt 
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Klonienmg, Expression und ImmunoprSzipitation 

Pycard-Konstrukte wurden durch PGR aus den folgenden IMAGE EST-Klonen 
5 anq)lifiziert: 

AA528254 (965955) und AI148558 (1714818). Pycard wurde ainplifi2ieit mit den 
folgenden Primem: JT1509 5'-ATGGGGCGCGCGCGCGAC-3' und JT1512 5'- 
TCAGCTCCGCTCCAGG-3'- Die PYD-Domane von Pycard wurde amplifiziert mit 
10 JT1509 und JT1510 5'-CGACTGAGGAGGGGCC-3'. 

NALPl-Konstrukte wurden amplifiziert durch PGR unter Verwendung des KIAA0926 
EST-Klons aus dem Kazusa DNA Forschungsinstitut als ..Template". NALPl-PYD 
wurde ampUfiziert mit JT1497 5'- 

15 ATGGGTGGGGGAGCGTGGGGGGGGCTGGGGTGTTAGTTG-3' und JT1525 5'- 
GATGGAGGGGATTAGGAC-3% NALPl-CARD wurde amplifiziert mit JT1500 5'- 
GTTGATACTTGAGCTGCTGAGTGGGAGGAG-3' und JT1527 5'- 
GATGAGACTCTGGTGTGG-3'. 

20 Amplifiaerte Schnitt-Fragmente wurden in PCR-Zero-Blunt (Invitrogen) ligiert und 
anschlieBend in die EcoRl-Schnittstelle von VSV oder Flag-enthaltenden PGR-3 
(Invitrogen) abgeleiteten Vektoien (Thome et al., 1999) subkloniert Andere 
Konstrukte, die verwendet wurden, entsprachen jenen, die berdts zuvor beschrieben 
worden sind (Thome et al., 1999) subkloniert 

25 

Die Inununoprazipitierung wurde, wie zuvor beschrieben (Bums et al., 1998), 
durchgefOhrt Kurz zusammengefesst, 293 T-Zellen wurden in DMEM-Medium, das 
mit 10%igem ^talen Kilbersetumglutamin angereichert war, kultivi^ in einem 
Bereich von 1-3x10* Zellen pro 10 cm-Platte ausgesetzt und mit 3 p,g der indizierten 
30 Konstrukte am n§chsten Tag durdh die Kalziumphosphat-Praziitttationsmethode 
tranfiziert Die Zellen wurden geetritet und in Lysepuffer lysiert (0,2% NP40, 150 mM 
NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 7,4) 24-26 Stunden nach der Transfektion. Die 
Zell-Lysate wurden fOr mindestens 3 Stund^ auf Sepharose 6B (Pharmacia) 
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vorgereinigt, und zwar vor der Fallung von einer gleichen Menge von Proteinen bei 
fiir vier Stunden mit 3 \il von Flag-Agarose (Kodak International Biotechnology) nnd 3 
III von Sepharose 6B-Perlen. Das Resin wurde 6x in Lysepufifer gewaschen und nach 
5 dem letzten Waschschritt wurden die gebnndenen Proteine dutch Kochen in 
Probenpuffer eluiert, durch SDS-Page separiert und auf Nitrocellulose (Hybond ECL, 
Pharmacia) fSr das nachfolgende Western-Blotting transferiert. Sowohl Anti-VSV- und 
Anti-Flag-Antik5rper wurden von Sigma gekauft. Bin HRP-konjugierter Antikorper, der 
spezifisch die schwere Kette von IgGl der Maus (Southem Biotechnology Associates) 
1 0 detektieren konnte, wurde eingesetzt. 
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FIGURLEGENDEN 

Fig. 5 (A) Multiple Ausrichtung (Alignment) der Pyrin-Domane. Position nait mehr als 
S 50% identischen oder afanlichen Aminosauien sind auf schwarzem bzw« grauem 
Hintergrund dargestellt Die SpeziesabkOrzung ist wie folgt: HS» Homo sapiens imd 
DR, Danio rerio. Genebank/EMBL Zu^gsmmimem sind: AF310103 fiir humanes 
Pycard, AF310104 ftir murines Pycard, 015553 fiir Pyrin, AF310105 fOr NALPl; 
AF3 10106 far NALP2, AAF66964 fur Zebrafisch CASPY, AAF66956 fur Zebrafisch 

10 Pycard. (B) Dom&ienstruktur der Proteine, die eine Pyrin-Domane entbalten. 
Homologie-DomSnen werden wie folgt benannt: PYD fdr Pyrin-Domane, CARD fur 
Caspase Recruitment Domain; NACHT ftir NAIP, CHTA, HET-E und TPl-Domane; 
LRR fiir Leucine-Rich Repeats, SPRY fur DomSne beim SPla xmd Ryanodine- 
Rezeptor. B ftir B-Box, (C) Aminosauresequenz von NALPl. Die verschiedenen 

15 Schattierungen der Boxen entsprechen den Domanen wie in Figur IB (4B) gezeigt 

Fig. 6 Ausricbtui^ der reprSsentativen Pyrin-Domanen ^P YD), Todese£fektordon^en 
(DED), Caspaserekrutierungsdomanen (CARD) und TodesdomSnen (DD); diese zeigt 
die Ahnlichkeit dieser InteraktionsdomSnen. a-Linien indizieren die vorhergesagten a- 
20 Helices fur PYD (Rost und Sander, 1993) und die indizierten a-Helices bei den DD-, 
CARD-, bzw. DED-L5sungsstrukturen ^berstadt et al., 1998; Huang et al., 1996; Zhou 
etal., 1999) 

Fig. 4 Pycard homodimerisiert mit Hilfe seiner PYD und interagiert mit PYD von 
25 NALPL Flag-markierte Konstrukte enthalten: PYD von Pycard (Pycard-P YD), RAIDD, 
CARD von Apaf-1 (Apafl-CARD), PYD von NALPl (NALPl-PYD), CARD von 
NALPl (NALPl-CARD) imd ein leerer Vektor (Mock-Vektor) wurden in 293 T-Zellen 
mit einem VSV-markierten Pycard-Konstrukt-kotransfiziert Die Zellen wurden 24 
Stunden nach Transfektion lysiert und die Anti-Flag-Immunopr9zipitate wurden im 
30 Hinblick auf die Gegenwart von einem VSV-Pycard analysiert. Die Expression der 
verschiedenen Konstrukte wurde in den Zell-Lysaten (untere Darstellung) analysiert. 
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Anspruche 

1. DNA-Sequenz, dadurcli gekeimzeichnet , daS sie fur ein 
Protein mit mindestens einer PYD-Dotnane codiert, 
einschlieBlich aller ftmktionshomologen Derivate, 
Fragmente oder Allele • 

2. DNA-Sequenz nach Anspruch 1, dadurch gekeimzeichnet, 
daS sich ein Signif iksmzniveau von p<10"^ ergibt, 
wenn die PYD-Doraane der DNA-Sequenz mit einem 
Suchprofil nach Pigur 3 verglichen wird. 

3. DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daE deren Genprodukt eine der 
Aminosauresequenzen (fur eine PYD-Domane) , wie in 
Figur 6 wiedergegeben, einschlieSlich aller 
funktionshomologen Derivate, Allele oder Fragmente, 
enthalt . 

4. DNA-Sequenz nach einem der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie eine der in Figur 1 
angegebenen (c)DNA-Sequenzen enthalt. 

5. DNA-Sequenz nach einem der vorgenannten Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS deren Genprodtakt eine 
der in Figur 1 ^gegebenen Aminosauresequenzen 
enthalt • 

6. Express ions vekt or, dadurch gekennzeichnet, daS er 
eine DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 5 
enthalt . 
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7- Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daS sie mit 
einem E3q>ressionsvektor nach Anspruch 6 
transformiert ist. 

5 

8- Wirtszelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , 
HaR sie eine Saugetierzelle, insbesondere eine 
humane Zelle, ist. 

10 9. Aufgereinigtes Genprodukt, dadurch gekennzeichnet ^ 
dafi es dtirch eine DNA-Sequenz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5 codiert wird. 

10. Aufgereinigtes Genprodukt nach Anspruch 9, dadxirch 
15 gekennzeichnet, daE es ein Polypeptid ist. 

11. Aufgereinigtes Genprodukt nach Anspruch 9 oder 10, 
dadvirch gekennzeichnet, daE es eine der in Figur 7 
angegebenen Aminosauresequenzen (fiir eine PYD- 

20 Domane) , einschlieSlich aller funktionshomologen 

Allele^ Fragmente oder Derivate enthalt. 

12. T^tikorper, dadtirch gekennzeichnet, daS er ein 
Epitop auf einem Genprodukt nach einem der Anspruche 

25 9 bis 11 erkennt. 



13- Antikorper nach Ansp3ruch 12, dadurch gekennzeichnet , 
daS er monoklonal ist. 

30 14. Antikorper nach einem der Anspruche 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet , dafi er gegen einen 
Sequenzabschnitt auf der PYD-Domane als Epitop 
gerichtet ist. 



35 
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15. Verfahren zur Isolierung von Genprodukten mit 
mindestens einer PYD-Domane, dadurch gekennzeichnet, 
daE Wirtszellen nach Ansprucli 7 Oder 8 tonter 
geeigneten, die Expression fordemden Bedingungen 
kultiviert werden xxnd das Genprodukt schliefilich aus 
der Kultur aufgereinigt wird. 

16. Verfahren zur Expression von Genprodukten mit 
mindestens einer PYD-Domane, dadxirch gekennzeichnet, 
daS Wirtszellen mit einem Bxpressionsvektor nacli 
Anspruch 6 trans formiert werden. 

17. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der 
Anspruche 1 bis 5 oder eines Genprodukts nach einem 
der Anspruche 9 bis 11 zur Behandlung von 
Erkrankungen, die auf f ehlgesteuerter 
intrazellularer Signaltransduktion beruhen. 

18. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Genprodiikts 
nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daS es 
sich bei der Erkrankung um eine solche mit einer 
uberschie&enden Entz^indxingsreaktion handelt. 

19. Verwendung einer DNA-Seguenz oder eines Genprodukts 
nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, 
dafi es sich bei der Erkrankung um Psoriasis, 
Artheriosklerose , bakterielle oder virale 
Infektionserkrankungen, insbesondere bakterielle 
Oder virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, 
multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, 
Sarkoidose, glomerulare Nephritis oder 
Osteoarthritis handelt. 

20. Verbindung, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die 
spezifische Interaktion von PYD-Domanen zur 
intrazellularen Signalweiterleitung blockiert. 
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21. Verbindxang nach Anspruch 20, dadiirch gekennzeichnet , 
daS sie eine organisch-chemische Verbindung mit 
einem Molekulargewicht von vorzugsweise < 3000 ist. 

5 

22 . Verbindxang nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , 
riaR sie die Zellmetnbran durch Diffusion Oder uber 
membranose Transportproteine passiert. 



10 

23 . Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 20 oder 21 
zur Behandlung von (bzw. zur Herstellung eines 
Ameimittels zur Behandlxmg von) Psoriasis, 
Artheriosklerose, bakterielle oder virale 

15 Infektionserkrankungen, insbesondere bakterielle 

Oder virale Meningitis oder bakterielle Pneumonie, 
multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma, 
Sarkoidose, glomerulare Nephritis oder 

Osteoarthritis . 

20 



25 
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Fig. 1 



>Pyc,hs 

MGTKREAIIiKVIjENI.TPEELKKFKMKM 
XVDIiTDKLVASYYEDYAAEI.WAVI.ia3MRMI«EEAAR^ 

>Pyc.cdna 

AGGAAAGGTAGGACCrGATGGCTCCAGGCCCTCGGAGGCTCAGAGGCGCAG 

GGCTGAGCCATGGGAACGAAGCGCGAGGCCATCCTGAAGGTGCTGGAGAAC 

CTGACACCGGAGGAGCTCAAGAAGTTCAAGATGAAGCTGGGGACGGTGCCG 

CTGCGCGAGGGCTTCGGGCGCATCCCGCGGGGCGCGCTCGGGCAGCTAGATA 

TCGTGGACCTCACCGACAAGCTGGTCGCCTCCTACTACGAGGACTACGCAGC 

CGAGCTCGTCXjTGGCCGTGCTGCGCGACATGCXKJATGTTGGAGGAGG^^ 

CGGeTGCAGCGGGCTGCGTGAGGGCCACTCTGAGCTGGAGGCGGGTCAAGG 

CAAAAGGAGTAATGCAACGCCTGTGAAGCCAGCCCCACGCGCGCACCAGTC 

GCGTAAGACAACAGCAGTGTCTCCACCTCGGGGACCAAGGACGCXrrCCGTGC 

CTCCAGACCCCGCCTCCrcCAGCCCCTGCACCTGTCATTTATTC^ 

CAATAAATATTCATGGCAGACITTAAAAAAAAAA 



MAKTPSDHIJUSTrjEELVPYDFEKFKFKIaQNTSVQKE^ 
I^VLRAINQMiIiAEEIiHRAAIQEYSTQENGTDDST^SSI/SEN^ 
SIJlCSQPEAGRGDSRKPIiSKRREKASEGUDAQGKPRTRSPALPGGRSPGPC^^ 
GMiQGIAGGAPGQKECa^FEVYIiPSGKMRPRSIiETO 

PTPDGGASADIjKEGPGNPEHSVTGRPPDTAASPRCHAQEGDPVIXSTCVm 

GCPRCQDSHERKSPGSLSPQPIiPQOa?HIJCQVQIjIiFCT3DHDEPICLICSI^ 

KKIQKQIiEHIjKKIjRKSGEEQRSyGEEKAVSFIiKQTEAIiKQRVQRKLE 

VGQIRKAYDTRVSQDIALIJ^AIjIGELEAKECQSEWEIjI^ 

HQKSEFVEKSTKYFSETIjRSEMEMFNVPEIiIGAQAHAVN^ 

DGPQRFDSCirsn^GSPSFLSGRRYWEVEVGDKTAWILGACKTSISRKGNMTTiSPENG^^^ 

i^SVPPTRIjLXKBPPKRVGXFVDYRVGSXSFYim!ARSHI'YTFASCSFSGPI^ 

TICPVGGQGPD 

>Pyxin.cdzia 

GG2^AGCCAGACAGCIX3GCTCGJ^G^^ 

GTCa^CCXnXSGAGGAGCTGGTGCCXn'A^ 

CAGAAGGAGCS^CrCCS^GGATCCC^^ 

TGGTCACOTACTATGGGGAMAGTACGCCXST^^ 

CCnXXTOGGOSAGGAGCTCCACAGGGCAGCav^ 

TCaxaVGCGTCCAGCTCX:CTGGGGGAGAAC^^ 

ACXSAGGGGAACGGCCCTCGGCCGTACXSGGGGCXSGAC^^ 

GAGGGGGCTGTCX3AGGAAGCCCCTGAGCAAACX3CAGAGAGAAGGCCT 

AACKrCTCGGACCCGGAGCCCX3GCCCriXX:0GGGCGGGA^^ 

GCCAGGCCGAGGTCCGGCIX3CX3CAGAAACGCCASCTa^ 

CCXXSGGGCAGAAGGAGTGCAGGCCCTTCGAAGTGO^ 

6AGGTCACX3OT^CTAaW3GGGAGAAGK3CGCCC^^ 

a^aCTGCGAATCTCGACTCX3Ga^C^^ 

CCnmAGGAAOGCCerCG^^TCCAG^ 

CXSCEGCCS^GGCXXZAGGAAGGAOACC^^ 

CAGTTTCTGGGCACCaXAGGCCTCavGGCA 

aaggaagagcccgggaagcctaa6CCCCx:agccx:c^ 

CTGCTCOTCTGTGAGGATC3Va3ATGAGCCX»TCT^^ 
ACCGGGTGCGCCCCATTGAGGAGGTCGCCCrn^^ 
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Forts. Fig. 1 

GAAGAAGCTGAGAAAATCAGGGGAGGAGCAGCXSA^ 

AGCATTTCTTTGTGGCCTCACTGGAGGACXSTGGGCCAG^ 

CCX3a3TATCCCAGGACATCGCCCTGCT(XATGa5Cn^ 

GAATGGGAACTTCTGCAGGACyiTTGGAGACM'CI^ 

GGACCaVCTCCT(3^GAGATAAAACA2^GATCC^ 

CACAAAGTACTTCrcaGAAACCCK^ 

TGAAOAGrraTTAGACOTGGAATlG^^ 

CATT6TTCTGGGCTCTCCX3AG1^ 

GCATGGATCCTGGGAGCCraCAAGACS^^ 

GCTACTGGGTGGTGATAATGATGAAGGAAT^TQAGTACCyVC^^ 

AATAAAGGAGCCTCX^CAAGaSTGTGGGCATCTTCGTC^ 

GTGACAGCC^VGATCCCACATCTATACATTCGCXSIGC^^ 

GCX!CTGGGACAa5TGATGGAGGGAASAACACAGC^^ 

TGACTGAAIXXXTCAACACTGCATCTCTCTTCC^ 

CaiCXSGAATGCCXSACTAGGTGCTAGCTGCTATGGGAAATC 

GAGCCTACCCGATTATAGO^GGTAAGTTAGGAACX^ 

TGATGAC:».C:aVCCATGGATTTCaVGAGGAGGAAGT^ 

CrCTCAGGTGCTCCnGAAC»GAAGATTTGGCCOT 

CaiXnTOTTCnCTCTGCmCTXS 

ATfta^UVGTATTTGTGTACCTGO^ 

TCnX3TGGCCX::AGGCT06AGT6CAGT^ 

GATTCTCXTOCXnraUK! 

TGTATTTTTASTAGAGAOGGGGGTTT^ 

TCCACCCX3CCnXAGCCnXX:CAAACHX^^ 

TTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAAACn^ 

CTCACTGO^CCTCCXKXn^CCAGCTT^ 

AGGCGCCOSCCACCATGCCCXSGCTAATTTTT^ 

GGCCJGGTCTCAAACTCCTGACXnKIAGGTC^^ 

AIGAGCa^CX:ATGCX!TGGCCAT^ 



,3 >Pycard 

MORTlRDAlUSAtiENLTAEEIiKKFKLK^^ 

NVZJ^MGLQEMAtSQLQAATHQGSGAAPAGIQAPPQSAAKPGLHFZlX^ 
I.TDEQYQAVRAEPTNPSKMRK£iFSFTPA5mV9TC3^ 

>Pycard . cdna 

GTOCAGGTrCCXK:CCKX3GAGCa3ACra 

CXKSGGATCXriKSGAGCCATGGGGCXSCJGCGCGC^ 

GAGCTCAAGAAGTTCAAGCTGAAGCTGCTG^ 

GCX3CGCTGCTGTCCATGGACXK:CTTGGACCTC^ 

OSCCXSAGCrCACaSCTAAaSTGCIGCXSCX^ 

ACX3CACCAGGGCTCTOGAGCXX3CX3CCAGCT® 

TGCACTTTATAGACCAGaiCCXSGGCTGC^^ 

TCTGTACXM3GAACKn^CIX3AC^^ 

ATGCXXSaAGCTCTTCAOTTTaiCSlC^^ 

GGGASTCCXS^GTCCTACCTGGTGGAGC^ 

AGCCCCTGGCAATCCCACCS^TCATCCTGAAl^^ 

GAAAAAAAAAAA 



^l.^' >NALPl.hs 

MAGGAWGRIiACYLEFIiKKEEIiKEFQIiIiItANKAHSI^SSGETPA^ 
ZiH!TWEQMG£iRSI.CAQAQEGAGHSPSFFYSPSEFHLG 
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PDTSGRRWREISASHLYQALPSSPDHESPSQESPNAPTSTAVLGSWGSPPQPSIA^ 

TSGIYYTEIREREREKSEKGBEUPPWiUlVVGTPPQiUffi 

LU^RPHPRSQDPIiVKRSWPDYVEENRCaililEIRDLFGPGU^ 

WGRGQLYGDRFQHVFYFSOiBrJ^SKWSIJMSLlGKI^ 

EPSSEIiCUIWSQPQPADAIJX:SU/3KTILPEASPLITARTTi^ 

YRYFTDERQAIRAPRLVKSNKEIiWiU:.CLVPWSWIiACTCI^ 

AQPLGPQLRDLCSIiAAEGIWQKKTIJ'SPDDLRKHGIibGAIISTFI^ 

iU^YVIiEDEKGRGKHSNCIIDIiEKTIiEAYGIHGLF^ 

MQWVPSliQIiliLQPHSIiESma^YETRiaCmiTQVMAHFEEM 

EGRQHRSTWSPSMVVLFRWVPVTDAYWQILFSVIJCVTRNLKE^ 

TIiRIiAGCGLTAEDCraiAFGIjRANQTLTEII)LSF^^ 

CQDIASVLSASPSIJCEIjDIKJQNNUJDVGVRLLCEGIiRH^^ 

IJ^IFSIOUCPSVMTPIEGIiDTGEMSNSTSSIJKRQRLGSERAAS 

VVPVEIiLCWSPASQGDIimKPIiGTDDDFWGPTGPVATEVTO 

EAVTVEIEFCrm>QFI^INPQHSWHVZy8PI£DIKAEPGAVEAVm 

CafliLEKPARV EIJn nrVItENPSFSPIgVIJiKMI^^ PVTSVVIiLYHRLHPEEVTFHLYLIPSDCSIR 

APQLIJIFVDQYREQIaXARVTSVEVVIJSECLHGQVL 
YQ2VIiKETHEm.lMELWEKGSiCKGLIaPI.SS 

>NALPl.cdzia 

TGGGAGCCSVGCAGCCCGGGGGCTCCaiCTCTGGGTTCTGAAA 

CCCCACCTCTTCTCAGCCTTGCAGCTC^^ 

CIXSAGGAACACawSAACAAGATGGCTG^ 

AAGGAGGAGCTGAAGGAGTTCCy^CTTCTGCTC 

C!ACCCGCTCAGCCAGAGAAGACGAGTGGCATOQA<^^ 

GCGGGCCTGGGACCTAGCCCTCCATACCnGGGAGCA^ 

GAAGGGGCaGGCCa^CKrrccXn'CATTCCCOT 

CCACC TCCA CCXX:AGTGCTjVATGCCCTX3GATCCAT^ 

AAGGGTTTTGAGAaU3CrGCX:n:GACAC^^ 

CAAGCTCTTCa^GCnx:CCCAGACX3V^^ 

CAGTGCTGGGGAGCTGGGGATCCXKSVCtJ^^ 

CCAATGGCCTCTKSQATGAAACXSTCAGGAAT^^ 

GAOAAAGGCAGGCCCXXSVIGGGCA^^ 

ACX!ACCACCC5iTGGGAGCXmt:iXn^ 

TAACXTAAAAATTCACACAGCTGCIAC^ 

AGAAGCTGGCCTGATTATGTGGAGGAGAATCXSAGGACAl^ 

GCCTXKSATACCXSyVGAACXrrCX! 

C3U3GC3VGGTGAAGGAAGCCIGGGGGAG 

AGCTCCAGAGAGeiGGCXX3^CTC<3VAGGTGGT^ 

CTCOGGCTCCCATTAGACAGATCXnXSTCTAGGCCA^ 

GCOVGGATGGGTCTTGCAGGAGCXXSAGT^^ 

GCSVCTGCTXSGGCAGTTTGCTGGGGAA^ 

(S^GCTCTGOVGAACCTCATTCCn^ 

a\GaVGGAAGGAATATTTCTACaVGATAT^ 

AAATCaVAACAAAGAGCTCTGGGCXICT^ 

TGCAGCAGATGAAG03GA?^GQAAAAACrCACACTC 

CCTTGCCCaVGGCTCTCaVAGCT CaGCC ^^ 

GGCATCT GGCAAAA AAAGACCCmTTC^^ 

TCTCXaCCTTCITGAMMGGGTATT^^ 

CTCTTTOaGGAGTTCmXKai^^ 

AATTGCMCMaGATTT^ 

CACGTTTCCTATrGGGCCrGTTAAGT^^ 

GTCTCaVGGGGAGGAACCTGATGCAGTGGCT 

TCCCTCCACTGCTTGTATGAGACTCGGAACAAAACGOT 

TGGGCATGTGTGTAGAAACaGACATGGAGCnXOTM 

GAAGAAGCTTCAGCnXSATTGAGGGCAGGa^^ 

AGGTGGGTCCXaGTCACAGATCCCTATaX^^ 
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AGGAGCnXSGACCTi^GTGGAAACTCGCrrGAGCCACTC^ 

CCCTCGCTGCCTCCTGGAC3ACCCTGCGGTTGGCTGGCTGT 

GCCTTTGGGCTGAGAGCOU^CCAGACCCTGACCGAGC^^ 

GAGCCy^AAO^CCTTTGCCyiGAGACTGAGACAGCCGAGC^ 

TGGCCTCACGTCTGACTGCTGCCAGGACCTGGCCTCTGTGC^ 

_ . GACCTGCAGGAGAACAACCTGGATGAaSTTC^ 

GCaAACTCATACGCCTGGGGCTGGACCAlGAaSACT 

GGAGCS^GGAGAAGCCTCSWXnXKrrCaT 

CTGGATACGGGAGAGATGAOTAA!EAGCAC^^ 

Cn^CCMXSTTGCTCAGGCTAATCTCAAACT 

AGAGGAAAGCTCCCC3U3AfiGTAGTACCGGTGGAACT^ 

CTGCaiTACXSAAGCCTTTGGGGACl^GGATGAC^ 

TTGACAAAGAAAAGAACTTGTACCGAGTTCTlCm^CCC^ 

TOTCTGCrimX3TGGTGAGAGAAGCX3GT<3ACCX3TT^ 

GAGATCAACCCACAGCACAGCrGGATGGTGGCAGGGCCT 

TGGAAGCTGTGCACCTCCCTCSVCnTTGTGGCT^ 

GGCCCACTTTAAAGAGGAGGGGAlXKn'CCTXSGAGZkA^ 

GAAAACCCCAGCnriTTCCCCOTIX3GGAGTCCTCCnXSA^^ 

TCACCTCICTGGTGTTGCTTTACCaiCCXSCCT 

AAGTGACnX3CTCCMTCX3GAAGGAACTGGAGCTCTGCT 

GAGTTCTACX3TTGGCCACTTGGGATC3W3GGATC^^ 

TGTCGGAGGCCTTGGTGAAACa^GGAGATCTC^^ 

CX5TACCrTCACCTCK3GATGCCCC3GC^ 

GGGTCCTGGCTGAGAACACXSAGGCCCAGCCSVG^^ 

GAAGTGCAAAGATGGACTCTACCAAGCCCTGAAGGAGAC 

AAGGGCAGCaU^AAj^GGGACTCXrrGCCA^ 

OTGGCTTTGGCTGACCeiTCCTroGCT 

TCCAGCACTAAAGTAATCGAACnOTGATQATGCC^^ 

CAGGGGGCCCCAGTCCa^GGTGGCCTAACa^m^ 

CSWSACOTCATAGAGCCTCATCTGGTGGCC^C^^ 

CAAAGAGGAATAGGAGGGACATGGAACa^TTTGCCTCTG 

GTTCAGCXSTGGGAGGCCAC!GTX3GATTCTTGG CT 

AAAGTGGAAGGAAGTTTATTCAGAAAATAAAGGAGTATCACT^ 

TCCSIGTTTTTACCAGAZUVACCCCTATAAAT^ 

AAAAAGAAAAAATGAAAATAAAGGAATAAQAACmSUUU^AAA^ 



>NAIiP2/Py7.1is 

MVSSAQMGFOTjQAIiIiEQLSQDEI.SKFKYI.ITTFSIiAHELQKIPHKE\m 

SLQVFEKMHRMDLSERAKDEVREAAIiKSFNKRKPI^I^ 

CajGKEVFKGKKPDKDNRCRYILKTKFREMraCSWPm 

PAGLGKTTIiAQKrjMIjDWAmNIiIHK^ 

FVIIX3FDELGAAPGAI*IEDICX3DWEKKKPVPVIiI/3Sri^^ 

VEGFLEEDI«AyFIjIUIFGDEDQAMRAFELl^NAALFQLGSA^ 

GLFIJOTiCSRFPQGAQLRGALRTLSLIiAAQGLWAQTSVL^^ 

CYSFIHLSFQQFIiTAIiPYTIiEKEEEEDRDGHTWDICHWQKLLS^^ 

IiEATF<K3Ui4SPDIKQEIii:jRCDISCRt3GHS^^ 

SSFCOTKCaEOILQKMSIiOTIKBNIiPENVTASBSnAEVEI^ 

LSASIiVRIIiCEOIASDTCHLQRVVFKNISPADftHia^ 

EaIIlRYIlGIlVSCSATTQQWADLSIlAI:lHVNQSLTC^^ 

TEANCKDLAAVIiWSREIjTHIjCLAKNPICOTGVKFIiCEGI^^ 

KSSLLOJDIiGLNHIGVKGMKFLCEAIjaCPLa^ 

GSSGVKMLFETIiTCSSGTIiRTLMiKIDDFNDELl^^ 

>NALP2Py7 • dna 
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iUUUVACTTATTAGAGCTTTCTCaUVCClXXSlGCC^ 

TCCCACGTGGGACaiAGATG(SrGTCTTCGGCGC3W3AT^ 

GCCAGGATGAGTTGAGCAAGTTa^TATCTGATC^ 

CCCCACAAGGAGGTAGAOyiGGCTGATGGGAAG 

CTGGGTGGAGATGGOSAGCCTCCAGGTCTTTGAAAA^ 

ATGAAGTCAGAGAAGOWSCTrXGAZU^TCCT 

GAACGACCACCTCTAGACGTGGACXSATyVTGCTGGAGaK: 

GAAAGGAAATGTCATCTGOI^TGGGTAAAGAAG^ 

GGTATATATTGAAGAOSAAjESTTaiSGGGA^ 

ATGGCTGAGAGATACAAGMlGClXSArc 

GGTGGl!GCraTATGGTCXnX3CAGGan^^ 

AGGACAACCTCATCCACS^TTa^TA^ 

TGC!AGTTTTGCAGAGCK3GTCnTCAGGGACT^ 

ACKa^CGGAAAATCTTGTTOSTGATTGACGGC^^ 

ACMCTG03GGGACTGGGAGAAGAAGAAGCCGG1GCCCGTCCT 

TTACCCa^AGGCaSCCCTGCTGGTCACCaiCXSCG^ 

GCOGATCTACATT^GGGTGGAGGGCTTCCTGGAGGAGGACAGGA^^ 

ACGAGGACCAAGCCATGCGTGCCTn^^ 

CCCXK^GGTGTGCTGGATCGTGTGCACGACTCTGAAGC^ 

CrGCCTCACX!CGOVCX3GGGCTGTTCCTGa5T^ 

GC!GOGCTGOGGAaKn:GAGCCTCCT^ 

GATCTGGAAASGCTaXSGGTGCaGGMTCCGAC^ 

CAGAGTOTCCAAAGGCTGCTACT<Xri^ 

CGCaXKSAGAAGGAGGAGK3AAGAGG&^^ 

GAAGAGAGCCAAGGAGTTGGAGGCCACTTTTGGC^^ 
GATGCGACATAAGTTOTAACSGGTGGAG^^ 
GA8TCnx:SyGGAGGAGGAC3CTGGTGAAGG^ 
J^i^ACX^TTGTGOiZATCTTCAT^^ 

TAAAGGAGAATCTCCCX3GAGAATGTCACTGCGTCnX3AATC^^ 

CAGCACATCCraCCTTTCrGGACXSGA^ 

i^TCAATGATAGCTTTCTCAGTGCCrCCOT 

ATCTCCAGAGAGTGGTGTTCAAAAAC3^TTTCCCK3^^^ 

GGTOlCAAGACTGTAAan^ATCTGACCCTTCAAGGCAAT^ 

GOTCTTGAGACMCCaGAATGTAACCrGC^ 

GGGCTGATCTCTCCOTGGCCCTTGAACTCAACC^^TCC 

CTGQATGAGGGTGCTAAGTTGOTGTACS^^^ 

GGAAAACTGTCACCTTACAGAAGCCAATTGCAAGG^ 

C3^CACCTGTGCTrGGCCAAGAACX:CCATrGGG?^^ 

CXrCGAGTGTAAACTGCAQACCTTGGTGCTTTGGAACTC 

AiUlGCTTCrCCAAGAAAA^CAAC3C^^ 

ATCCCTCXXm^GTTGTGAAGACCTC^^ 

GGGTCMAATCCCTTGGGGTCaVV^ 

TCCX3GAC3lCnXSU3GTTGAAAATAG2lTGACTa^^ 

AAAAACCXACAACTGATTATTGATACIX^^ 

CATOATCTGAATCCCCCCXSAGTCATTC^^ 

TGTGACTCXriCT<:CTCCCCGGCCCCTACOr 

CATGATTCI^CTCTGTTTTATACCTC^ 

GTATATTGAGAGAAATAAAGGTGAGAGCATTCACAAAAAAAA^^ 



>NALP3/PY5.1is 
MliRTAGRDGIi GRLSTYUSEI. 
ITHFGPEBAW RLALSTFKRI 
GBCVNIaSHRY TRIJiIiVKEHS 



EAVETJOCFKL YljGTATELGE 
NRKDIiWERGQ REDI.VRDPQE 
NPMQVQQQIiL DTGRGHARTV 



GKIPWGSMEK AGPLEMAQI-I* 
TYRDYVRRKF RLMEDRNARIi 
GHQASPIKIE TLFEPDEBRP 
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EPPRTWMQG AAGIGKSMIiA HKVMLDWADG KLFQGRFDYI* FYINCREMNQ SATECSMQDL 
IFSCWPEPSA PLQELIRVPE RIiLFIIDGFD ELKPSFHDPQ GPWCLCWEEK RPTELLIiNSL 
IRKKLLPELS LLITTRPTAIi EKIiHRIiLEHP RHVEIIiGFSE AERKEYFYKY FHNAEQAGQV 
FNYVRDNEPL FTMCFVPLVC WWCTCLQQQ I.EGGGLLRQT SRTTTAVYML YliLSIiMQPKP 
GAPRLQPPPN QRGI.CSI1AAD 6I1WNQKII1FE EQDLRKHGLD 6EDVSAFI1NM NIPQKDJNCE 
RYYSFIHIiSF QEFFAAMYYI UDEGEGGAGP DQDVTRLLTE YAFSERSFIA IiTSRFLFGLIj 
NEETRSHIiEK SIiCWKVSPHI KMDLLQWIQS KA.QSD6STI1Q QGSIiEPFSCIi YEXQEEBFIQ 
QAIiSHFQVIV VSNIASKMEH MVSSFCLKRG RSAQVLHLYG ATYSADGBDR ARCSAGAHTL 
XiVQIiRPERTV IJ:J>AYSBHIA AALCTNPNIjI EI.SI.YRKALG SRGVKIJC1CQ6 LRHFNCKLQN 
LRLKRCRISS SACEDLSAAI. IANKNI.TRMD LS6NGVGFPG MMUiCEGLRH PQCRLQMXQIi 
RKCQLESGAC QEMASVLGTm PHLVELDLTG NAIiEDIiGIiRI. I.GQGI1RHPVC RLRTLmXlC 
RIjTAAACDEL ASTIiSVNQSIt KELDl^UtlEL O^IiGVLUiCB GLRHPTCKLQ TIJOiGXCS^LG 
SAACEGIiSW IiQANHNIiREL DIiSFNDLGDW GLWIJiAEGIiQ HPACRLQKLW IiDSCGLTAKA 
CENLYFTIiGI NQTLTDIiYLT NNALGDTGVR UiCKRLSHPG CKLRVI.WLFG MDIaNKKTHSF 
PEPLQPDAVR DIiYPRQFPAG MRNHRLFSSC RRPSSTASVD MGVTGDAQMS QHFPIiGHQNS 
APHLRPTGQL REYVLNLSG 

>NALP3/PY5 . dna 

atgctacgaaccgcaggcagggacggcctctgtcgcctgtccacctactitLggaagaactc 
gaggctgtggaac^gaagaagtiticaagttatacctggggaccgcgacagagctgggagaa 
ggcaagatcccctggggaagcatggagaaggccggtcccctggaaatggcccagctgctc 
atcacccacliticgggccagaggaggcctggaggttggctctcagcacctttigagcggata 
ciacaggaaggacctigligggagagaggacagagagaggacctggtgagggaticcccaggaa 
acctacagggactatigtccgcaggaaattccggctcatggaagaccgcaatgcgcgccta 
ggggaatigtgtcaacctcagccaccggtacacccggctcctgctggtgaaggagcactca 
aaccccatgcaggtccagcagcagcttctggacacaggccggggacacgcgaggaccglig 
ggacaccaggctagccccalicaagatagagaccctctttgagccagacgaggagcgcccc 
gagccaccgcgcaccgtggtcat:gcaaggcgcggcagggataggcaagtccat:gct:ggca 
cacaaggtga tgc t:ggac tgggcggacgggaagct c t tccaaggcagatt: t:gat tat c t:c 
ttctacatcaactgcagggagatgaaccagagtgccacggaatgcagcatigcaagacctc 
atcttcagctgctggcctgagcccagcgcgcctctccaggagctcatccgagttcccgag 
cgcctccttttcatcatcgacggcttcgatgagctcaagccttctttccacgatcctcag 
ggacc ctggtgcc t ctgc tgggaggagaaacggcccacggagc tgc tt c 1 1 aacagc t ta 
attcggaagaagctgctccctgagctatctttgctcatcaccacacggcccacggctttg 
gagaagctccaccgtctgctggagcaccccaggcatgtggagatcctgggcttctctgag 
gcagaaaggaaggaatacttctacaagtattitccacaatgcagagcaggcgggccaagtc 
1 1 caattacgtgagggacaacgagcc tc t c 1 1 caccatgtgct tcgt ccccctggtgtgc 
tgggtggtgtgtacctgcctccagcagcagctggagggtggggggctgttgagacagacg 
tccaggaccaccactgcagtgtacatgctctacctgctgagtctgatgcaacccaagccg 
ggggccccgcgcctccagcccccacccaaccagagagggttgtgctccttiggcggcagat: 
gggctctggaatcagaaaatcctatttgaggagcaggacctccggaagcacggcctagac 
ggggaagacgtctctgccttcctcaacatgaacatcttccagaaggacatcaactgtgag 
aggtactacagcttcatccacttgagtttccaggaattctttgcagctatgtactatatc 
ctggacgagggggagggcggggcaggcccagaccaggacgtgaccaggctgttgaccgag 
tacgcgttttctgaaaggagcttcctggcactcaccagccgcttcctgtttggactcctg 
aacgaggagaccaggagccacctggagaagagtctctgctggaaggtctcgccgcacatc 
aagatggacctgttgcagtggatccaaagcaaagctcagagcgacggcticcaccctgcag 
cagggctccttggagttcttcagctgcttgtacgagatccaggaggaggagtttatccag 
caggccctgagccacttccaggtgatcgtggtcagcaacattgcctccaagatggagcac 
atggt ct cctcgt: t c tgt c tgaagcgc tgcaggagcgcccaggtgctgcac t tgta tggc 
gccacctacagcgcggacggggaagaccgcgcgaggtgctccgcaggagcgcacacgctg 
ttggtgcagctcagaccagagaggaccgttctgctggacgcctacagtgaacatctggca 
gcggccctgtgcaccaatccaaacctgatagagctgtctctgtaccgaaatgccctgggc 
agccggggggtgaagctgctctgtcaaggactcagacaccccaactgcaaacttcagaac 
ctgaggctgaagaggtgccgcatctccajgctcagcctgcgaggacctctctgcagctctc 
atagccaataagaatttgacaaggatggatctcagtggcaacggcgttggattcccaggc 
atgatgctgctttgcgagggcctgcggcatccccagtgcaggctgcagatgattcagttg 
aggaagtgtcagctggagtccggggcttgtcaggagatggcttctgtgctcggcaccaac 
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ccacatctggttgagttggacctgacaggaaatscactggaggatttgggcctgaggtta 
ctatgccagggactgaggcacccagtctgcagactacggactttgtggctgaagatctgc 
cgcctcactgctgctgcctgtgacgagctggcctcEiactctcagtgtgaaccagagcctg 
agagagctggacctgagcctgaatgagctgggggacctcggggtgctgctgctgtgtgag 
ggcctcaggcatcccacgtgcaagctccagaccctgcggttgggcatctgccggctgggc 
tctgccgcctgtgagggtctttctgtggtgctccaggccaaccacaacctccgggagctg 
gacttgagtttcaacgacctgggagactggggcctgtggttgctggctgaggggctgcaa 
catcccgcctgcagactccagaaactgtggctggatagctgtggcctcacagccaaggct 
tgtgagaatctttacttcaccctggggatcaaccagaccttgaccgacctttacctgacc 
aacaacgccctaggggacacaggtgtccgactgctttgcaagcggctgagccatcctggc 
tgcaaactccgagtcctctggttatttgggatggacctgaataaaatgacccacagtttt 
ccggagccattacagccagacgctgtaagggacctgtacccaagacagtttccggctggg 
aaticgaaaccacaggctctttiagtticctgcagaagaccgagctccacggcatccgttgat 
atgggcgtcaccggtgacgctcaaatgtcgcagcactttccacttggacatcagaatagt 
gctccacatttgaggcccacaggccagctgcgggagtacgtgctcaacctttctggttaa 



>NALP4/py6.hs 

MMDSSSSSFFPDFGIiI^YIiEELNKEEIjNTFKLFIiKBTMBPm 

WSVSLKIFGKMNIiKDLCERAKEEINWSAQTIGPDDAKAGB^ 

ESGRIAGGDGTEYI^IKEKFCITWDKICSLa!Caa?EDFHHGIAEKDRI^^ 

AGVGKTTLVRKAMLDWAEGSIiYQQRFKSfVFyMJGREI 

PIIDSFDEIOTAFEEPEPALCEDWTQEHPVSEEJ^SSLZJIKS;!^ 

IJJGMSEDiUtEEyIYQFPEDKRWAMKVFSSI«KS^!IB^^ 

AIjFTCYXSSIiFTPVIX3QSPSIiPN0AQIjaaaOQVAAi^ 

DAEYENCnnrFTHUiVQEFFiU^FSMIiKGSWEAC^ 

RVKQLERTFNCaCMSrraKSKt-LQCMBVI^SDYSPSQIiG 

EKIHIjIiVSSFCa:JaiCRCI.RTIIU;.SVTVVFEKKIIJCrSI.P^ 

GGAAIiDAIAFPKYTYFYSNTIL 



>lIAIfP4 /Py 6 . dna 

ATGGCAGATTCATCATCATCTTCTTTCTT^ 

AGAGGAATTAAATACM^CAAGTTATTCCrAAAGGAGACC^^ 

ATGAAGTGAAGAAGGCXAGGCGGGAGGACCTGGCCa^^ 

TGGAGTGTGTCTCTCAAAATCnTTGGCAAGATGAACCT^ 

O^CTGGTOGGCCCAGACnTVTAGGACCAGATGAT^^ 

TGCTGGTCATAGTTAACACMGGGTCCCCAAC^ 

GAATCAXSGTCGCATAGCAGGAGGTGATGGA^ 

TTGGGACAACaf^TCTTTGGCTGGA^^ 

TCTTGGAACACTTGTTCmTGTGGATGTCaAAACmSl^^ 

G CTGGAGOT GGGA AAACaA CCTTGGT^ 

GaGQTTTAAGTATGTTTTT^ 

TGATATCS^AAGGACTGGGCXI!AGCAC3W^^ 

TTTATTATTGAa^TTTOGATGAACTGAAC^^ 

GACCXAAGau^iCaCCC3^£^^ 

TATTGGTOACS^ACaUWSACrCAeA^ 

CTACTAGGAATGTCTGAGGATGaUVGAGAG 

GAAAGTATTCAGTTCACTAAAAAGCAAT^ 

CCXSCTTGTACTTOTCTGAAGCAGCAAATGGAGAR^^ 

GCTCTGTTTACXnX3CTATATTTCT^^ 

AGCXICy^CTGAGAAGACnxyKKXaU^GTaSC^^ 

AAAATCTCAGAAGGCTTGGGTTAACTCS^TCTX^^ 

GACXSa^GAGTATGAAAACKX^TATOTGl^^ 

TATGTTGAAAGGCAGTTGGGAAGeraGSGAACXX:^^ 

ATU^GCACAflGTTATAAAGACOOCX^^ 

CGAGTAAAACaACTGGAGAGGACTTTTAACTO 
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TATGGAAGTATTAGGAAACS«M!GACTATTCTCCATCACA 

ATOAGACTCAACATAAAGCGTTTATAA^ 

GAGAAAATACMrrTGCTroTM 

TGXAACTGTGGIATTIGAGAAGAAG^^ 

ACGGGAGAGK:!TATTGK3ACAAATAAG^ 

GGTGGAGCTGCACTOGATGCT^^ 



1^8 >NALiP5/Py8.hs (cont:iens p7l2) 

MSDVNPPSDT PIPFSSSSTH SSHIPPWTFS CYP6SPCEN6 VMUmSNVSH EEIiQRFKQIjIi 
IiTK£.STGTMP XTNDQVETAS nAEWHLLXE RFPGRRAWDV TSNIFAIMNC DKMCWVRRE 
INAILPTIiEP EDLNVGETQV NLSEGESGKX RRYKSNVMEK FFPIWDITTW PGNQRDFFYQ 
GVHRHEHYIiP C£iLI>PKRPQ6 RQPKTVAIQ6 APGICSKTII.A KKVMFBMARN KFYAHKRWCA 
FYFHCQHVNQ TTDQSPSKI.X EQKWPGSQDL VSKIMSKPDQ UiUltLDGFBB I.TSTLIDRLE 
DLSEDWRQKIi PCSVIiLSSIO:! SKTMLPEATL IiIMIRFTSWQ TCKPLLKCPS I.VTr.PGFNTM 
EKIKYFQMYP GHTEEGDQVL SFAMENTILF SMCRVPWCW MVCSGLKQQM ERGNNLTQSC 
PNATSVFVRY ISSLFPTRAE NFSRKIHQAQ liEGIiCHIAAD SMWHRKWVLG KKDT.BEAKU) 
QTGVTAFIiGM SIIiRRIAGEE DHYVFTLVTP QEFFAALFYV LCFPQRLKNF HVLSHVNIQR 
I.IASPRGSKS YIiSHMGLFtiF GFUfc^EACASA VEQSFQCKVS FGNKRKLIiKV IPMjHKCDPP 
SPGSGVPQtiF YCIiHEIREEA FVSQALNDYH KWLRIGNNK EVQVSAFCXK RCQVLHEVEL 
TVTtiNFMNVW KLSSSSHPGS DLRRVNSTMD NQDIiIGVLTG NQHI-RYI.BIQ HVEVESKAVK 
LLCRVI^RSPR CRLQCIiRIiED CIATPRIWTD LGNNLQGMGH IiKrLILRKNS LENCGAYYIjS 
VAQLERIiSQS KMXiTHI.SZ.AE NALKDEGAKH IWNALPHIiRC PIiQRIiVI>RKC DIiTFNCCQDM 
ISAIiCKNKTIi KSIiDIjSFNSIi KDDGVlIJiCB AIiKNPDCTLQ XLELENCLFT SICCQAMASM 
LRKNQHLRKL DLSKNAXGVY GXIaTLCEAFS SQKKREEVXF TXHNSQDIiEA PKCPSTDEWX 
KKMnryiJ{.TMB YYSAMKKKIiK CRNNGXXErTA HHCSGPTCSX I-PKNPLPPQN IiSSQPCXKME 
GDKSLTFSSY GLQWCLYEIJ> KEBFQTFKEI. LKKKSSESTT CSXPQFEXBN ANVECLAUialf 
HEYYGASX.AW AXSXSXFENM NLRTCiSEKAR DDMXRHSPED PEATMTDQ6P SKEKVPGXSQ 
AVQ(^SATAA ETKEQEXSQA 14EQEGATAAE TEEQEXSQAM EQK6ATAAET BEQGHGGDTW 
DYXSHVMTECP AEEEDVRRSF HNTAADWPEM QTLAGAFDSD RHGFRPRTW IJIGKSGX<SCS 
AIARRXVIiCW AQGGLYQC^ SYVFFLPVRE MQRKKESSVT EFXSRSWPDS QAPVTEXMSR 
PERLLFIXDG FDDLGSVLNN DTKLCKDWAE KQPPPTI.IRS £<IjaCVLI«PES FLIVTVRDVG 
TEKLKSEWS PRYU^VRGIS GEQRIHLLIiE RGIGEHQKTQ GLRAXMNNRE LUDQCQVPAV 
GSIiICVAIiQI* QDWGESYAP FNQTLTGI*HA AFVFHQLTPR GWRRCIiNIiE ERWIiKRFCR 
MAVEGVWNRK SVFDGDDIiMV QGLGESELRA I.FHMNILLPD SHCEEYYTFF HI,SIiQDFCAA 
LYYVLEGLEI EPALCPLYVE KTKRSNELKQ AGFHIHSLWM RRFLFGIiVSE DVRRPI.EVI1I. 
GCPVPLGVKQ KLiaWVSLIiG QQPNATTPGD TLDAFHCLFB TQDKEFVRIA LNSFQEVWLP 
INQNUDIiXAS SFCLQHCPYIi RKIRVDVKGX FPRDESAEAC PWPLWMRDK TIiIEEQWEDF 
CSMLGTHPHI, RQUDLGSSIIj TERAMKTLCA KLRHPTCKIQ TLMFRNAQIT PGVQHIiWRIV 
MANRNIiRSUJ LGGTHLKEBD VRMACEAXJOI PKCLLESIjRL DCCX3LTHACY LKISQILTTS 
PSIiKSIiSLAG NKVTDQGVMP LSDALRVSQC ALQKLILEDC GITATGCQSIi ASALVSNRSL 
THLCIiSNNSIi CTEGVNIiIjCR SMRI.PHCSI1Q RLMLNQCHLD TAGCGFIiAIiA LMGtTSWIiTHIi 
SLSMNPVEDN GVICUliCEVMR EPSCHLQDXiE I.VKCHI1TAAC CESLSCVXSR SRHIJCSIJ)I.T 
DIIAU3DGGVA AIiCEGXJQQKN SVLTRIX3LKA OGLTSDCCBA IjSIiAIiSCNRH I«TSI^VQNN 
FSPKGMMKIiC SAFACPTSML QXXC^SBEN DVI.RESAI.W I.I.KVTVSKNI. SMTTLRENUbY 
LPKFYimrRH ROSEBGXHGW TBRI.WKWQYP VQXRKLLBEV QIJJCPRWXD GSWHSFDE[>D 
RI«DIiQSQQNS HSARQTYNLM ASQKSDPINP ATFRIJ^RStA DGGTGHFHXG VPPVGCRVFS 
DVPAPTCQVR DEVGXIfVHNS QKVQTTHVSI SR 

>NAIJ^5/Py8 . dna | GENSCANjpredicted_CDS_l 1 693 9bp 

atgagtgacgtgaatccaccctctgacacccccattcccttttcatcctcctccactcac 

agttcHcatattccgccctggacattctcttgctaccccggctccccatgtgaaaatggg 

gtcatgctgtacatgagaaacgtgagccatgaggagctacaacggttcaagcagctctta 

ctgactgagctcagtactggcaccatgcccatcacctgggaccaggtcgagacagccagc 

tgggcagaggtggttcatctcttgatagagcgtttccctggacgacgcgcttgggatgtg 

act:tcgaacat:ctttgccatitatgaactgt:gataaaatgtgtgtt:gt:agtccgcagagag 

ataaatgccattctgcctaccttggaaccagaggacttgaatgtgggagaaacacaggtg 

aatctggaggaaggagaatctggtaaaatacggcggtataaatcgaatgtgatggaaaag 
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tttttccccatatgggacattacgacttggcctggaaaccagagggacttcttctaccaa 

ggtgtacacaggcacgaggagtacttaccatgtctgcttctgcccaaaagaccccagggt 

agacagcccaagaccgtggccatacagggagctcctgggatcggaaaaacaatcctggcc 

aaaaaggtgatgtttgagtgggccagaaacaagttctacgcccacaagcgctggtgtgct 

ttctacttccattgccaagaggtgaaccagacgacagaccagagcttctccgagctgatt 

gagcaaaagtggcctggatctcaggacctcgtgtcaaagattatgtccaaacccgaccaa 

cttctgctgctcttggatggctttgaggagctcacatctaccctcattgacagactggag 

gacctgagtgaagactggaggcagaaattgcctgggtctgtcctactgagcagtttgctg 

agcaaaacgatgcttccagaggccacgctactgatcatgataagatttacctcttggcag 

acatgcaagcccttgctgaaatgtccctctctcgtaacccttccggggtttaatacgatg 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 

agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 

atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 

ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 

aacttttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 

agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 

cagacgggagtcaccgccttccttggcatgagtattcttcggagaattgcaggtgaggaa 

gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 

ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 

ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 

ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 

ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 

tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 

tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 

gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 

accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 

gacctaaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 

aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 

cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 

tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 

ctaaagactctcatactaagaaaaaactccctggagaactgtggggogtattacctgtct 

gtggcccagctggagaggctgtogcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 

aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 

cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctgtcaggatatg 

atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagttttaatagcctg 

aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 

atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 

ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 

ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 

actattcacaatagccaagatttggaagcacctaagtgtccatcaacagatgaatggata 

aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 

tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 

ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 

ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 

aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 

tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 

catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg- 

aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 

cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 

gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagcti 

atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 

gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 

gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 

gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 

cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 

gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 

tcctacgtcttcttcctccccgttagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgtcaca 

gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 
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ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 

gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgtticaccctcatacgcagt 

ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 

acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 

ggggaacaaagaatccac t tgc tcct tgagcgcgggattggtgagcat cagaagacacaa 

gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg . .. 

ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 

ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 

ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgctitctgccgt 

atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 

caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 

agccactgt:gaggagt:ac^acacctt:c^tccacctcagtctccaggacttct:gtgccgcc 

ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtiacgttigag 

aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctittggatg 

aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 

Sgctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 

cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 

actcaagacaaagagt:ttgttcgctt:ggcattaaacagcttccaagaagtgt:ggct:tccg 

attciaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 

cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgctgaggcatgt 

cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 

tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 

acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacct:gcaagatacag 

accctgatgtittagaaatgcacagalitacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 

atggccaaccgtaacctaagatcccCcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 

gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggcHg 

gatitgctgtggatitgacccatigcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 

cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtigacagaccagggagtaatgcct 

ctcagtgatgcct^gagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 

ggcatcacagccacgggHtgccagagtctiggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 

acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtg^aaatctactgtgtcga 

tccatgaggcttccccactgliagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 

acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 

agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtigcgaggtcatgaga 

gciaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 

tgtgagagtc tgt cctgtg tgat c tcgaggagcagacacctgaagagc c tggatc t cacg 

gacaatgccctgggtgacggtggggt:tgct:gcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 

agtgt t ctgacgagac tcgggt tgaaggcatgtggac tgac t tc tigat tgc tgtgaggca 

ctctcct:tggccctt:t:cct:gcaaccggcatctgaccagt:ctaaacctggt:gcagaat:aac 

t:tcagtcccaaaggaatgatgaagctgtg^tcggccttt:gcctgt:cccacgt:ctaactta 

cagataattggcaatgactct:gaagaaaatgacgt:tcttcgagaat:ctgctct:agtagtt 

ttgcttaaagtcactgtttccaagaacctatcaatgacattaagggagaac^tiactgtac 

ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 

actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 

cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 

cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatig 

gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacatitccgtttggatagaagcactgct 

gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 

gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 

caaaaggtgcagacciacccacgtgtctatcagcagatga 



1 . 9 >NAIiP6/PY9 

MDQPEAPCSSTGPRIiAViUiEIiIjLAAIjEEIiSQBQLKRFimKL^^ 
YGPEPAIiEVAiacriJKR7a>ARDVAAQLQERiai^ 
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ITKRFTKLDIAPESAAPEEAIiGPAEEPEPGRARRSDTHTPNiaiFRimEEG 

KIIiYDWAAGKLYQCK^YDFAFFMPaSELIiERPGT^ 

PAEjGGPEAAPCroPFEAASGARVIiGGI^SKALLPTAI«rJjW 

KYFYKFFRDERRAERAYRFVKENETLFALCFVPFVCW^ 

LSSAPVADGPRIK^GDDRNLCRIJUlEGVIiGWU^QFi^^ 

IDQSFQEFriAALSYLI.EDGGVPRTAAGGVGTLriI^ 

ERVKQEAIiRWQGQGQGCPGVAPEVTEGAKGI£DTEEPEEEEEGEEPNYPIiEI^ 
RFPEnALQRVRFCRMDVAVLSYCVRCCPAGQAIJailSCnU^^^ 
EVPFRPPCaDICPTPPPDPIlU:.QGKAFiaiVPI-NIAPIQPLPRGrAS^ 
LCraiSSIiTLSHaaaPDAVGRDI-SEAIiRAAPiWCiTELGI^^ 



TPGPRTRPTRPLPMTBGSRC^GRESTSRPRARPSDRPRRPGTAPASQRPPGPSGRGPRl^ 
FLPALAWSIKiRTOVPTIAPGDRVGIiRPLOT 

IJIVSGVYNGAGGDTHRi^PSPIjNVRI^APAGMGEQLTBTFAI^^ 

PHVIAFRVSIARIJ^SGPITMjIjRSAFSPESPDIiDiaQGPDFQGARYIjYG^^ 

PAPPDLTIiGEGEEARTWDFLTAVGGSQAEAQACa.TEAI*QI,QMGALYTAH^ 

RQAIJ^GSLYYIiLSi^PQPKZ^GYICHGLSPGGIjSNGSREECyWQHVFWDQDLWMFPSIIi^^ 

YRIRTIJXSALENAQNIiGYQGAKFAWESJUJSGIiEVCT 

GGWDVVRAVAEFWCSRVEWSPREEKYHI^GVMSPDEYHSGVNNS\^^ 

QWI*AVADKIKTOFDVEQNFHPEFIX3YEPDPRVCPCTPSSQRHIiPVGEVVKQAD^^ 

KNI*EIYEAVTSPQGPA^m^SMFAVGWMEIJKDAVRARGIiLDRSFAN^^ 

FLQAVVFGCTGFRVTRAGVTFDPVCIiSGISRVSVSGIFYQGKra^ 

liWPSQSRLSIJ^PGHKVSFPRSAGRIQMSPPKLPGSSSSEFPGRTFSDVRDPLQSPIiWV^^ 
DPASB 

>NAI.P6/PY9.dna 

ATGGACCAGCC^GAGGCXXXCTGCTC^^ 

TCCGCnXSGAGGAACTGftGrau^^ 

GACXK3VGCyVT(XX2GTGGGGGOGGCTGGAGC^ 

TACGGCXrC!GGAGCCIX3(XXnX3GAGGTGGCCCGCS^^ 

GCAGCTCCAGGAGCGGCGGCT3CAGC!GGCTO^^ 

AGAAGAAGTACCX3GGAGCACGTGCTGCAGCTGCACX3OT 

ATCACCa^AGKX3CTTCACCAAGCTGCTC3^ 

GGAAGAGCCTGAGCOGGGGCGCXKZGCXSGaSCTCXX^ 

AGGAGGGCCGGOGGCXJGCTOACCGTGGTGCTGCAGGGCCC^^ 

AAGATCCnXSTAOSAOTGGGCXSGaXSGCay^GC^ 

CX3Ga3AGCnX3CTGGAGAGGCCX3GGCSlCGC^ 

GCX3CX3CXXK5TGCCGCAGATGCTGGCCXyiGCCXK^^ 

CCGGCGCTGGGGGGCXrCOGAGGCCJGCGCCCTtX^ 

AGGCX3GGCKKriGAGCAAGGCGCT<^^ 

GGAGGC^OVGGGCCGCCTGTGlTCCCCXXa^^ 

GAC3GCTGTTCGaSCTGaXKn?TCGTGCX^^ 

AGCTCGGrCX3GGACXrZOT06aS(3^C^ 

CTGaGCTCX3GCTCCX3GTAGCC^ 

CGAGGGCXnX:CrCGGACXXAGGGO^^ 

AAOTGOWaCSCTGTTTCTCAGCAAAAAGQAGCTC 

ATCX3ACCAGAGCTTCCAGGAGTTCCTCX5CX3GCAC^^ 

C^GGCT^OGGCGTTGGQACACTCCTOaSTO 

GCTTCCTCTTOGGACTOCTGAGCGa^^ 

GAGC^GTGOXSAAGCaVGGAGGCCCTGCXSGTGGGlX^ 

GGTGACCX5AGGGGGCaiAAGGGCTa3aX3GA<^ 

ACTACCCACTGGAGTTGCTGTACIX3CCTOTACX3^^ 

CGGTTCCCGGAGCriX3GCGCTGC3U3CGAGTGC^^ 

GAGGTGCTGCCCTGCmSGACAGGCACnXSOGGCr^^ 

AGAAGAGCCTGGGGAAGCGGCTCXaGGCXakGa^^ 
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GAAGTACCCITTCGACCACCCTGCTGTGA<:».TCTGCC^ 

CAAGGCTTTTGCCAGAGTTCCTTTGAATAT^ 

AGAGGATGAATGTCACGGTGTTGGCa^GGGGCTGa 

CnXSTGCCATCTGAGCAGCCTCSVCGCTGTCCCACTG 

GGCCCTGAGGGCAGCCCCCX3CACTGACX3GAGCIG^ 

GTATGCTGAGTGAGGGCCTi^CTGGCCXXa^GTO 

CAGCGAGGGCTCCAGTACCTGGa^GGTATOCTTCXS^^ 

CTtXrCAACTOCCCGCCCCCATGGT^^ 

COCTOVSCCTCTCGCTTCCTTC^^ 

C3GGCTGGGGCTGGAGTCK!GCTGGCCTa3GAGCGCCCrc 

GGTOGAGGCXSGCCGGGGGasaKSGOSGAGGGAGGAG^ 

CACaVGCOSCXXICXKXSAaSCAGCTCGGGCT 

AOSCCy^CX^CCaSGACGCGACCaVC^^ 

a3AGTCCACGTCCCGCCCCa3GGCCX:GGCCGR^^ 

AGOSACCXSCCaSGGCCCTCGGGGCGGGGACCGaSG^ 

TTCOTCCCGGCCCTXSGOSTGGAGCAGAGGGACACS^ 

GCGGCOSCTCAGGCCCAGCAGCTCCATGGAGGACGCCGGCX^^ 

TKK:CCAGTGACCCCX3CrCCTCTTGGCCACTCTGAC^ 

CTGCAOGTK3AGCGGCGTGTACAATGGGGCT 

CGTCCGGCTGGAGGCCCCnXKSlGGGATGGGGGAGa^GC^^ 

GCTCCTTTCTTCaVCACCCTXS^^ 

CCCCAGGTGCTGGCTTIXXXSAGTGIX^ 

GOGGTCAGCXn^CTCCCCAGAAAGC^^ 

ACCnX3TATGGCCACACKXrrCACCCC^^ 

COVGCACCCCCAGACCTGACCCl^^ 

CX3GC7VGCC»£K3CTGAGGCTCAGGCC^ 

CXSGCTCAOSCaGAGGCCnXSGGCCCAGCTCTGGGTAGAATGI^ 
CGCCAGGCCCTGCGTGGCn^CCTCTACrACCTGCTC^^ 
CTGCCATGGCCTCAGTCCTGGGGGCCTCTCC3ATGGGAGCC^ 
GGGACCAGGACCTCTGGATGTTCCCGAGTATCCTCATO 

CriGGGAGAGTGCAGACrcCGGCCTAGAGGTTlX^ 

ACXSGGGCCGTGGTGTTGGCCTTCGAGCTCTACTACC^ 

GGTGGCTGGGACGTGGTCAGGGCTGTGGCCX33^T^^ 

AAAGTACC3^CXrrGAGGGGAGTCATGTCCCCa3AC^^ 

AOGTCCTCGTCCAGAACAGCCTGCXXrrTTGCnXK^ 

CMTGGCTCGCX^GTGGCnXSAaUlG^ 

TGGGTATGAGCXnXSACCCTOGAGTCIOT 

TGGTGAAGCAGGCAGAOCTCGTGCTOCrro^^ 

AAAAATCrGGA6A7TTACX3AGGCTGT(Aa£TCX^^ 

GGGCTGGATGGAGeiX3AAGGACX3aVGTGCGGGCC^^ 

AACCCnrrCAAGGTGTGGACGGAGAATGC^^ 



GTCTCTGTCGGGGATCrrcCAGAGTC^^ 

TinXKX3AGGACrCCX5TGACCXSTGGAGGTCA 

CTGTGGCCATCCCACT<XXX3GCTCn^ 

GATACaUUVTGTCACCCCCXSAAGCl^^ 

T13VGGGACCCXKn?CCAGAGCCCCCnCTGGGTCATC 

GACCXrn3CXmnKSAATAA 



1.10 >^^^^ 

MASSAEIJ)FNLQAI.IiEQriSQDEIiSKFKSX«IRTISIiGKELQTVPC^ 
AIQVFEKMNRTHLSGRADEHCVMPPP 

>PY10.dna 
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ATGGCATCnT(n«CAGaVC3CnXX3ACn^ 

CSU^TTCa^GTCTCTGATCAGAACAATCTC^ 

ACA2VSGCTiUVTGGGAAGCAACrGGT^^ 

GCCSVTCXS^GGTCTTTGA^^ 

CCCa^COTTAA 

>lBiIp77pyll""""'""*"""""""" 

FFSIiNIiRSHT RSTMTSPQLE WTIiQTIiLEQL NEDELKSFKS LLWAFPIiEDV LQKTPWSEVE 
EADGKKLAEI IiVNTSSENWI RNATVNIIiEE MNLTELCKMA KAEMMEDGQV QEIDNPELGD 
AEEDSEItAKP GEKEGWRNSM EKQSIiVWKNT FWQGDIDNFH DDVTIiRNQRF IPFHNPRTPR 
KLTPYTWIiH GPAGVGKTTL AKKC3>CLDWTD CNLSPTIJIYA FYLSCKEIiSR MGPCSPAEIiI 
SKDWPELQDD IPSILAQAQR JZiFWDGIiDB IJCVPPGAZilQ DICXTOWEKKK FVFVIiIiGSIiEi 
KRKMLPRAAL liVTTRPRALR DIiQIiIiAQQPI YIRVEOFLEE DRRAYFLRHF GDEDQ&MRAF 
EIiMRSMAAIiF QIK3SAPAVCW IVCmiKZ.QM EKGEDPVPTC LTRTGLFIiRF LCSRFPQGAQ 
UtGRlsBTUSls IiAAlQCaiNAQM SVFHREDLER LGVQKSDIJUCa FLDGDILRQD RVSKGCYSFX 
HLSFQQFIjTA IiFYAIiBKBEB EDRI3GEIANDI GDVQKLLSGE ERIiKNPDIiIQ VOEIFIiFGItAN 
BKRAKBLBAT FGCRMSPDIK QEIiLQCKAHL^ HANKPLSVTD LKEVLGCLYK SQEEEIiAKW 
VAPFKEISIH IiTNTSEVMHC SFSLKHCQDL QKLSIiQVAKG VFLENYliODFE UDIEFESSNS 
NIiKFLEVKQS FLSDSSVRII. CDHVTRSTCH LQKVBIKNVT PDTAYRDFCI. APIGKKTLTH 
LTIiAGHIEWB RTM^5IlMt,C3DL l^BOmKCNhQY LRLGOJCATP EQWAEFFYVIi KANQSt-KHTiR 
r-SANVLIiDEG AMIiIiYKTMTR PKHFtjQMI.SIi ENCRLTEASC KDIiAAVLWS KKLTHLCIiAK 
NPIGDTGVKF LCEGLSYPDC KLQTIiVIjQQC SITKLGCRYIi SEALQEACSD TNUDLSINQI 
ARGIiWILCQA IjENPNCNLKH LRIjWSCSLMP FYCX^HIjGSAL LSNQKLETUD IiGQNHLWKSG 
IIKLFGVUIQ RTGSUaLRI. KTYETNLBIK KLLBEVKEKN PKLTIDCNAS GATAPPCCDP 
FC 

>NAI.P7/Pyll . cdna 

ttcttcagccttaacctaaggtctcatactcggagcactatgacatcgccccagctagag 
tggactctgcagacccttictggagcagctgciacgaggatgaattaaagagtttcaaatcc 
cttttatgggcttttcccctcgaagacgtgctacagaagaccccatggtctgaggtggaa 
gaggctgatggcaagaaactggcagaaattctggtcaacacctcctcagaaaattiggata 
aggaatgcgactgtgaacatcttggaagagatgaatctcacggaattgtgtaagatggca 
siaggctgagatgatggaggacggacaggtgcaagaaatagataatcctgagctgggagat 
gcagaagaagactcggagCtagcaaagccaggt:gcLaaaggaaggatggagaaatt:caat:g 
gagaaacaatctttggtctggaagaacaccttttggcaaggagacattgacaatttccat 
gacgacgt cac t c tgagaaaccaacggti t catt ccat t c ttgaatcccagaacacccagg 
ciagc^aacacctlzacacggtggtgctigcacggccccgcaggcgtggggaaaaccacgctg 
gccaaaaagtgtatgctggactggacagactgcaacctcagcccgacgctcagatacgcg 
ttctacct cagct gcaaggagc tcagccgcatgggcccc tgcagt 1 1 tgcagagc tgatc 
tcccULagactggcctgaattgcaggatgacattccaagcatcctagcccaagcacagaga 
atcctgttcgtggtcgatggccttgatgagctgaaagtcccacctggggcgctgatccag 
gacatctgcggggactgggagaagaagaagccggtgcccgtcctcctggggagtttgctg 
aagaggaagatgttacccagggcagccttgctggtcaccacgcggcccagggcactgagg 
gacctccagctcctggcgcagcagccgatctacataagggtggagggcttcctggaggag 
gacaggagggcctatttcctgagacactttggagacgaggaccaagccatgcgtgccttit: 
gagctaatgaggagcaacgcggccctgttccagctgggctcggcccccgcggtgtgctgg 
attgtgtgcacgactctgaagctgcagatggagaagggggaggacccggtccccacctgc 
ctcacccgcacggggctgttcctgcgtttcctctgcagccggttcccgcagggcgcacag 
ctgcggggcgcgctgcggacgctgagcctcctggccgcgcagggcctgtgggcgcagatg 
ticcgtgttccaccgagaggacctggaaaggctcggggtgqaggagtccgacctccg^cbg 
ttcctggacggagacatcctccgccaggacagagtctccaaaggctgctiactccttca^c 
cacctcagcttccagcagtttctcactgccctgttctacgccctggagaaggaggaggag 
gaggacagggacggccacgcctgggacattggggacgtacagaagctgctttccggagaa 
gaaagactcaagaaccccgacctgattcaagtaggacacttcttattcggcctcgctaac 
gagaagagagccaaggagttggaggccacttttggctgccggatgtcaccggacatcaaa 
caggaattgctgcaatgcaaagcacatcttcatgcaaataagcccttatccgtgaccgac 
ctgaaggaggtcttgggctgcctgtatgagtctcaggaggaggagctggcgaaggtggtg 
gtggc cccgtt caaggaaatt t c tat tcacctgacaaat actt c tgaagtgatgcat tgt 
tccttcagcctgaagcattgtcaagacttgcagaaactctcactgcaggtagcaaagggg 
gtgttcctggagaattacatggattt:tgaactggacattgaatt:tgaaagctcaaacagc 
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aacctcaagtttctggaagtgaaacaaagcttcctgagtgactcttctgtgcggattictt 
tgtgaccacgtaacccgtagcacctgtcatctgcagaaagtggagattaaaaacgHcacc 
cctgacaccgcgtaccgggacttctgtcttgcttitcattgggaagaagaccctcacgcac 
ctgaccctggcagggcacatcgagtgggaacgcacgatgatgctgatgctgtgtgacctg 
ctcagaaatcataaatgcaacctgcagtiacctgaggttgggaggtcactgtgccaccccg 
gagcagtgggctgaattcttctatgtcctcaaagccaaccagtccctgaagcacctgcgt 
ctctcagccaatgtgctcctggatgagggtgccatgttgctgtacaagaccatgacacgc 
ccaaaacac 1 1 cc tgcagatgt tgt cgt tggaaaac tgt cgtct tacagaagccagt: tgc 
aaggaccttgctgctgtcttggttgtcagcaatfaagctgacacacctgtgcttggccaag 
aaccccattggggatacaggggtgaagtttctgtgtigagggcttgagttaccctgattgt 
aaactgcagaccttggtgttacagcaatgcagcataaccaagcttggctgtagatatictc 
tcagaggcgctccaagaagcctgcagcctcacaaacctggacttgagtatcaaccagata 
gctcgtggattgtggattctctgtcaggcattagagaatccaaactgtaacctaaaacac 
ctacgcctctggagctgctccctcatgcctttctattgtcagcatcttggatctgctctc 
ctcagcaatcagaagct:tgaaactctggacctgggccagaatcatttgtggaagagt:ggc 
ataattaagctct:ttggggttct:aagacaaagGLact:ggatccttgaagatactcaggt.t:g 
aagacctatgaaactaat^ttggaaatcaagaagctgttggaggaagtgaaagaaaagaat: 
cccaagctgacl:attgattgcaat:gcl:tccggggcaacggcacctccgtgctgtgacttt 
ttttgctga 



1.12 >NAI.Pa/Pyl2 

MSnVNPPSDT PIPFSSSSTH SSHII.PWTFS CYPGSPCBNG VMLYMRNVSH EEIiQRFKQIir« 
LTEIiSTGTMP ITWDQVETAS WAEWHLLIE RFPGRRAWDV TSNIFAIMNC DKMCVLVRRE 
INAILFTLEP EDLNVGETQV NIiEEGESGKI RRYKSNVMEK FFPIWDITTW PGNQRDFFYQ 
GVHRHEEYIiP CTiLLPKRPQG RQPKTVAIQG APGIGKTILA KKVMFEWARN KFYAHKRWCA 
FYFHCQEVNQ TTDQSFSEI.I EQKWPGSQDL VSKIMSKPDQ T.T,T..T.T»TX3FBE LTSTIilDRLE 
DLSEDWRQKL PGSVLLSSU. SKTMIaPBATI* LIMIRPTSWQ TCKPLLKCPS LVTIiPGFNTM 
EKIKYPQMYP GHTEEGDQVL SFAMENTILF SMCRVPWCW MVCSGUCQQM ERGNNLTQSC 
PNATSVFVRY ISSLFPTRAE NFSRKIHQAQ LEGLCWIiaAD SMWHRKWVLG KEDriEEAKLD 
QTGVTAFIiGM SIXJUOAQEE DHYVFTLVTF QEFFAAI«FYV I»CPPQRI«KNF HVIiSHVNZQR 
LXASPRGSKS YIiSHMGI.FI.F GFI.NB&CASA VEQSFQGKVS FGNKRKEJiKV IPIiliHKCDPP 
SPGSGVPQI.F YCiaEIREEA FVSQAUIDYH KWIiRIGNI3K EVQVSAFCLK RCQYIiHEVEIi 
TVn^FMNVW KItSSSSHPGS E 

>NAIiP8/Pyl2 PyS . dna 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtctitg 
agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 
atggtctgctctggtctgaaacagcciaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 
( ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctagcttgtttcccaccagagctgag 
aact:t:l:tccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctgtgtcacttggccgcagac 
agcat:gtggcacaggaaat:gggtgt:t:aggt:aaagaagatcttgaggaagccaagct:ggat 
cagacgggagtcaccgcct tec t tggcatgagtat t c tt cggagaat tgcaggtgaggaa 
gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaattttttgcggccttgttttatgtt 
ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttgagccacgtgaatatccagcgc 
ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 
ggttttctgaacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 
ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 
tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 
tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 
gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 
accgtcaccctgaacttcatgaacgtgtggaagctcagctccagctcccatcctggctct 
gacc t aaggcgtg tgaatagcaccatg t tgaaccaggac ttaatcggtgt 1 1 tgacgggg 
aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggaagtggagtccaaagctgtgaag 
cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtctgcagtgtctcaggttggaagac 
tgcttggccacccctagaatttggactgatcttggcaataatcttcaaggtaacgggcat 
ctaaagact;ctcatactaagaaaaaact:ccctggagaactgtggggcgtatt:acctgt:ct: 
gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 
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aacgccttgaaagatgaaggggccaagcatatttggaatgccctgccacacctgagatgt 
cctctgcagaggctggtactgagaaagtgtgacttgacctttaattgctigtcaggatatg 
atctctgcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagtcttgacctaagtlittaatagcctg 
aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgcuigaaccctgactigtacattacag 
atcctggagctggaaaactgcctgttcacctccatctgctgccaggccatggcttccatg 
ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 
ggtattctgaccttgtgcgaggccttctcaagccaaaagaagagagaagaggtcattttc 
act at tcacaa tagccaagat t tggaagcacctaagtgt ccatcaacagatgaatggat a 
aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 
tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 
ttaccaaagaatccacttttcccccaaaacctgagctctcagccttgtatcaagatggaa 
ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 
aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 
tgctctattccacagtttgaaatcgagaatgccaacgtggaatgtctggcactcctcttg 
catgagtattatggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 
aacctgcgaiaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 
cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaatttcacaa 
gctgtgcaacaagatagtgccacagctgcagagacaaaagaacaagaaatttcacaagct 
atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaagaaatttcacaagctatg 
gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 
gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagtttt 
gaaaacactgctgctgactggccggaaatgcaaacgttggctggtgcttttgattcagac 
cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 
gctctagccagaaggatcgtgctgtgctgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 
tcctacgt ct t ct tcct ccccgtt agagagatgcagcggaagaaggagagcagtgt caca 
gagttcatctccagggagtggccagactcccaggctccggtgacggagatcatgtcccga 
ccagaaaggctgttgttcatcattgacggtttcgatgacctgggctctgtcctcaacaat 
gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 
ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 
acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 
9999^^c:a^9^^tccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 
gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 
ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 
ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgtttcatcagctcacccctcga 
ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 
atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 
caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 
agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 
ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 
aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 
aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 
ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 
cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 
actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtgtggcttccg 
attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtatttg 
cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcdcaagagatgagtccgctgaggcatgt 
cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 
tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 
acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccakgctgaggcatcccacctgcaagatacag 
accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 
atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 
gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 
gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 
cccagcctgaaatctctgagcctggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcct 
ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 
ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 
acacacctgtgcctatccaacaacagcctggggaacgaaggtgtaaatctactgtgtcga 
tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 
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acggctggctgtggtcttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 
agccttagcatgaaccctgtggaagacaatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 
gaaccatcttgtcatctccaggacc^ggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 
tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg 
gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 
agtgttctgacgagactcgggttgaaggcatgtggactga 

ctctcctt:ggcccttt:cctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggt:gcagaa1iaac 
ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 
cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 
t:tgct:taaagtcact:gt.t1iccaagaaccl:at:caat.gacattaagggagaact:tiactgtac 
ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 
actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggciagctgctggaggaagtg 
cagctactcaagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattctt1:tgatgaagat:gac 
cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 
gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacatticcgtttggatagaagcactgct 
gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 
gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgttcacaacagc 
caaaaggtgcagacaacccacgtgtictiatcagcagatga^ 

>NMJ>9/Pyl3 

MAESFFSDFG LLWYIiKEIiRK EEFWKFKEIiL KQPI.EKFEI.K PIPWARTiKKA SKEDVAKIiIJD 
KHYP6KQA.WE VTLNIfFIjQIN RKDI.WTKAQE EMRRSIIASL FGGSSRGAQIi LFCPRHKDIiP 
liWAKWXVFD PGBTFRTDAY GAVRKEVDTH PAGHXSRXSP CEATN6\nDlT ARI.SSRPGSI 
X.SA 

>NAIiP9/Pyl3 . cdna 

atggcagaatcttttttttcggattttggcttgttgtggtatctgaaggagctcagaaag 
gaagagt 1 1: tggaaa 1 1: t aaggagc t: cc tcaaacaacct: t tggagaaat: 1 1 gaac t caag 
ccaatcccctgggctgagctgaagaaggcctccaaagaagatgtagcaaLagctgctggac 
aaacattacccaggaaagcaggcatzgggaggtaacact:gaacctgtt:t:cl:acagatcaat 
aggaaagaHctctggacaaaggctcaggaagagatgagaagaagcattcttgcgagcbtg 
t ttggaggt tct agtaggggagcacagc 1 1 etc t tc tgc ccgcgatggaaggacct t cct 
ctatgggcaaaggtt:gt:catcgtctitit:gacccaggggagactttcaggacggacgcat:ati 
ggagcagt:gagggaggaagtggacacccacccagctggccacatcagccgaat:t:agccct 
ggggcgaccaatggggf^gacagacatzcacagccaggrttgtcctcacgtcctggaagcatt 
ctttctgcataa 

I ' I A >NM«P10/Pyl4 

• MAMAKARKPR EALLWALSDIi EENDFKKIiKF YLRDMTLSEG QPPLARGELE GLIPVDIiAEI. 

LISKYGEKEA VKWUCGIjKV MNUUSLVDQIi SHICLHGVGW HWKDNSRQKK VUDWATGTIiY 
PGRFDYVFYV SCKBWI1LI.E SKLEQIiLFWC CGDNQAPVTE ILRQPERT.T.F IImDGFDELQR 
PFEEKIiKKRG LSPKBSIJiHI. LIRRHTLPTC SLLITTRPXiA I<RMIiEPI<I<KQ ARHVHILGFS 
EEERARYFSS YFTDEKQADR AFDXVQKNDI LYKACQVPGI CWWCSWIiQG QMERGKWLE 
TPRNSTDIFM AYVSTFUPPD DDGGCSEI,SR HRVLRSLCSIi AAEGIQHQRF LFEEAELRKH 
NLDGPRLA7VF LSSNDVQIiGI. AlKKFYSFRH ISFQDFFHAM SYIiVKBDQSR LGKESRREVQ 
RLLEVKEQHG NDEMTIaTMQP IiUDZSKKDSF SNI.ELKFCFR ISPCI1AQDI.K HFKEQMBSMK 
HNRTWDLEFS I.YBAKIKNIiV KVFR 

>NALP10/Pyl4 

atggccatggccaaggccagaaagccccgggaggcattgctctgggccttgagtgacctt 
gaggagaacgatttcaagaagttaaagttctacttacgggatatgaccctgtctgagggc 
cagcccccac tggccagaggggagt tggagggcc tgat t ccggtggac c tggcagaat ta 
ctgatttcaaagtatggagaaaaggaggctgtgaaagttgtcctcaagggcttgaaggtc 
atgaacctgttggaacttgtggaccagctcagccataHttgtctgcatggggtcggctgg 
cactggaaagacaactctcgccagaaaaaggtgttggactgggccaccggtactctgtac 
ccaggccggtttgattatgtcttttiatgtaagctgcaaagaagtggtcctgctgctggag 
agcaaactggagcagctccttttctggtgctgcggggacaatcaagcccctgtcacagag 
attctaacTQcaqccactacicqcictcctgttcatcctggatggctttgatgagctgcagagg 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



iNSDOCID: <WO_0240668A2J_> 



wo 02/40668 



17/45 



PCT/EPOl/12545 



ccctttgaagaaaagttgaagaagaggggtttgagtcccaaggagagcctgctgcacctt 
ctaattaggagacatacactccccacgtgctcccttctcatcaccacccggcccctggct 
ttgaggaatctggagcccttgctgaaacaagcacgtcatgtccatatcctaggcttctct 
gaggaggagagggcgaggtacttcagctcctatttcacggatgagaagcaagctgaccgt 
gccttcgacattgtacagaaaaatgacattctctacaaagcgtgtcaggttccaggcatt 
tgctgggtggtctgctcctggctgcaggggcagatggagagaggcaaagttgtcttagag 
acacctagaaacagcactgacatcttcatggcttacgtctccacctttctgccgcccgat 
gatgatgggggctgctccgagctttcccggcacagggtcctgaggagtctgtgctcccta 
gcagctgaagggattcagcaccagaggttcctatttgaagaagctgagctcaggaaacat 
aatttagatggccccaggcttgccgctttcctgagtagtaacgactaccaattigggactt: 
gccatcaagaagttctacagcttccgccacatcagcttccaggacttttttcatgccatg 
tcttacctggtgaaagaggaccaaagccggctggggaaggagtcccgcagagaagtgcaa 
aggctgctggaggtaaaggagcaggaagggaatgatgagatgaccctcactatgcagttt 
ttactggacatctcgaaaaaagacagcttctcgaacttggagctcaagttctgcttcaga 
atttctccctgtttagcgcaggatctgaagcattttaaagaacagatggaatctatgaag 
cacaacaggacctgggatttggaattctccctgtatgaagctaaaataaagaatctggta 
aaagtattcaga^ga 

>NA£J»11/Pyl5 

MABSDSTDFO IiLWYLENIiSD KEFQSFKKYIi ARKIU)FKLP QFPLIQMTKE EIANVLPISY 
EGQYIWMMLF SIPSMMRKED LCRKXIGRRN HVPYIIiQIAY DSTSYYSANN LNVFLMGBRA 
SGKTIVINLA. VLRWIKGEMW QNMISYWHL TSHEINQMTN SSliAELIAKD WPDGQAPIAD 
ItiSDPKKIiLF ILEDIiDNIRF EIiNVNESALC SNSTQKVPIP VI1I.VSI.I1KRK MAPGCWFLIS 
SRPTRGNNVK TPLKBVDCCT TLQIiSNGKRE lYFNSFFKDR QRASAAIiQI,V HEDEILVGIiC 
KVAIIiCWITC TVLKRQMDKG RDPQLCCQTP TDIjHAHFIiAD ALTSEAGLTA NQYHLGIiKR 
LCLLAAGGLF LSTIiNFSGED IjRCVGFTEAD VSVLQAANII* LPSNTHKDRY KFIHTiNVQEF 
CTAIAFIiMAV PNYLIPSGSR EYKEKREQYS DFNQVFTFIF GIiLNANRRKI IiETSFGYQIiP 
MVDSFKWYSV GYMKHIiDRDP EKLTHHMPLF YCLYENREEB FVKTIVDAZaM EVTVYZiQSDK 
DMMVSIfYCLD YCCSEiLRTLKIi SVQRJFQNKE PLIRPTARIiS YVSTASGFED LIiKAIiARNRS 
LTYIiSlNCTS XSHmPSLCa DILHEPTCQZ SHIiSC 

>NAIiPll/Pyl5 . cdna 

atggcagaatcggattctactgactttgacctgctgtggtatctagagaatctcagtgac 
aaggaatttcagagttttaagaagtatctggcacgcaagattcttgatttcaaactgcca 
cagtttccactgatacagatgacaaaagaagaactggctaacgtgttgccaatctcttat 
g^gggacagtatatatggaatatgctcttcagcatattttcaatgatgcgtaaggaagat 
ctttgtaggaagatcattggcagacgaaaccatgtgttctacatacttcaattagcctat 
gattctaccagctattattcagcaaacaatctcaatgtgttcctgatgggagagagagca 
tctggaaaaactattgttataaatctggctgtgttgaggtggatcaagggtgagatgtgg 
cagaacatgatctcgtacgtcgttcacctcacttctcacgaaataaaccagatgaccaac 
agcagcttggctgagctaatcgccaaggactggcctgacggccaggctcccattgcagac 
atcctgtctgatcccaagaaactccttttcatcctcgaggacttggacaacataagattc 
gagttaaatgtcaatgaaagtgctttgtgtagtaacagcacccagaaagttcccattcca 
Sttctcctggtcagtttgctgaagagaaaaatggctccaggctgctggttcctcatctcc 
tcaaggcccacacgtgggaataatgtaaaaacgttcttgaaagaggtagat:t:gctgcacg 
accttgcagctgtcgaatgggaagagggagatatattttaactctttctttaaagaccgc 
cagagggcgtcggcagccctccagcttgtacatgaggatgaaatactcgtgggtctgtgc 
cgagtcgccatcttatgctggatcacgtgtactgtcctgaagcggcagatggacaagggg 
cgtgacttccagctctgctgccaaacacccactgatctacatgcccactttcttgctgat 
gcgttgacatcagaggctggacttactgccaatcagtatcacctaggtctcctaaaacgt 
ctgtgtttgctggctgcaggaggactgtttctgagcaccctgaatttcagtggtgaagac 
ctcagatgtgttgggtttactgaggctgatgtctctgtgttgcaggccgcgaatattctt 
ttgccgagcaacactcataaagaccgttacaagttcatacacttgaacgtccaggagttt 
tgtacagccattgcatttctgatggcagtacccaactatctgatcccctcaggcagcaga 
gagtataaagagaagagagaacaatactctgactttaatcaagtgtttactttcattttt 
ggtcttctaaatgcaaacaggagaaagattcttgagacatcctttggataccagctaccg 
atggtiagacagcttcaagtggtactcggtgggatacatgaaacatttggaccgtgacccg 
gaaaagttgacgcaccatatgcctttgttttactgtctctatgagaatcgggaagaagaa 
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tttgtgaagacgattgtggatgctctcatggaggttacagtttaccttcaatcagacaag 
gatatgatggtctcattatactgtctggattactgctgtcacctgaggacacttaagttg 
agtgttcagcgcatctttcaaaacaaagagccacttataaggccaactgctaggttgtcc 
tatgtctcgactgcttctggttttgaagacttactcaaggctttggctcgtaatcggagc 
ctgacatacctgagtatcaactgtacgtccatttccctaaatatgttttcacttctgcat 
gacatcctgcacgagcccacatgccaaataagtcatctgagn 



1 16 >Py^^ (nio^se) 

MASFPSDFGLMWYLEEIiNBlCBFMKFiCEFLKQEILQ 

HYEEKKAMDMTFKXFQKMNRKDIiMEaiACSREIACTiSl^ 

EMMHLTLKRZiQAFGNIaEARIPimEATVVFKKTGEFDAI^^ 

LKBXQENSGKOy 

>Py-16.dna 

atggcttcttttttttctgattttggccttatgtggtacttagaagagctaaacaagaaa 
gaattcatgaagtttaaggaattcctcaaacaggagattttgcagttgagactgaaacag 
atttcttggaccgaagtgaagaaggcatctcgtgaagaccttgccaacttactgttgaaa 
cattatgaggagaagaaagcctgggatatgaccttcaaaatcttccagaagatgaatagg 
aaggatctcatggagagggcaggaagagagattgctggtctctcaaacactggaccacca 
gacagatatgaggcccccaacacacatacagtagaggacttccaggtctgtgttcattca 
gagatgatgcacctaaccctcaagagactgcaggccccagggaatttagaggccaggatt 
ccaatggtcatagaagcaactgttgtattcaagaaaactggggagcctgatgctattgcc 
ttggaagtggaacttcagatgggacctgatttgtcatgcatattacccaatgtgtcggct 
taccgagt:at:tggacatagtactaccggaggatcccgcaat:acct:ct:cctgggcat:atat 
ccagaagat:gtt:ccaaccgtaagaccaggctaccctaaaacagct:gaagaacaagattct: 
gacctaaaatcccatictcatgaagataatagaagactttaaggagattataaacaalitca 
cttaaagaaatacaggaciaactcaggcaaaca g gtataa 



1 17 >NALP13/Pyl7 

MYEFYIHKGY DDVSSDNSRE KIKGBPSECE LGHPPRIPWA NIiRAADPIiNIi SFTiLDEHFPK 
GQAWKWIiGI FQTMNLTSIiC EKVRAEMKEN VQTQEIiQDPT QEDLEMLET^ AGNMQTQGCQ 
DPNQEBIiDEIj EEETGaNVQAQ GCQDPNQEEP EMUEEADHRR KYRENMKAEI* LETWDNISWP 
KDHVYIEiaTS KDKKEEI^RL IiDPNRTRAQA QTIVIjVGRAG VGRTTU^MRA MIiHWANGVIiF 
QQRFSYVFYIi SCSEiKXRYHKB TTFAEItlSXJD WPDFDAPIEB FMSQPEKIiIiF IlDGFBEXXl 
SESRSESIiDD GSPCTDWYQE liFVTKIIiHSIt LEOKBLVFIiAT UCiXTIXTWFV RDIJCASItVNP 
CFVQITGFTG DDLRVYFMRH FDDSSEVEKI LQQIaRKNETL FHSCSAPMVC WTVCSC EiKQP 
KVRYYDLQSI TQTTTSIiYAY FFSNLFSTAE VDIADDSWPG QWRAIiCSXAI EGLWSMNFTP 
NKEDTEIEGI* EVPFIDSIiYE FNIIjQKINDC GGCTTFTHLS FQEPFAAMSF VI^PREFPP 
HSTKPQEMKM IiIiQHVIJ^KE AYWTPWIiFF FGLLNKNXAR EXiEDTLHCKI SPRVMEELLK 
WGEEIiX 

>NALP13/Pyl7 . cdna 

atgagtgacgtgaatccaccctctgacacccccattcccttttcatcctcctccactcac 
agttctcatattccgccctggacattctcttgctaccccggctccccatgtgaaaatggg 
gtcatgctgtacatgagaaacgtgagccatgaggagctacaacggttcaagcagctctta 
ctgactgagctcagtactggcaccatgcccatcacctgggaccaggtcgagacagccagc 
tgggcagaggtggttcatctcttgatagagcgtttccctggacgacgcgcttgggatgtg 
acttcgaacatctttgccattatgaactgtgataaaatgtgtgttgtagtccgcagagag 
ataaatgccattctgcctaccttggaaccagaggacttgaatgtgggagciaacacaggtg 
aatctggaggaaggagaatctggtaaaatacggcggtataaatcgaatgtgatggaaaag 
tttttccccatatgggacattacgacttggcctggaaaccagagggacttcttctaccaa 
ggtgtacacaggcacgaggagtacttaccatgtctgcttctgcccaaaagaccccagggt 
agacagcccaagaccgtggccatacagggagctcctgggatcggaaaaacaatcctggcc 
aaaaaggtgatgtttgagtgggccagaaacaagttctacgcccacaagcgctggtgtgct 
ttctacttccattgccaagaggtgaaccagacgacagaccagagcttctccgagctgatt 
gagcaaaagtggcctggatctcaggacctcgtgtcaaagattatgtccaaacccgaccaa 
cttctgctgctcttggatggctttgaggagctcacatctaccctcattgacagactggag 
gacctgagtgaagactggaggcagaaattgcctgggtctgtcctactgagcagtttgctg 
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agcaaaacgatgcttccagaggccacgctactgatcatgataagatttacctcttggcag 

acatgcaagcccttgctgaaatgtccctctctcgtaacccttccggggtttaatacgatg 

gaaaaaatcaagtatttccagatgtattttggacacacagaggagggagaccaagtcttg 

agtttcgccatggaaaacaccattctcttctccatgtgccgggtccctgtggtttgctgg 

atggtctgctctggtctgaaacagcaaatggagagaggaaacaatctcacacagtcatgt 

ccaaatgccacctctgtgttcgtccggtatatttctiagcttgtttcccaccagagctgag 

aaclitttccagaaagatccaccaagcacaactggaaggtctigtgtcacttggccgcagac 

agcatgtggcacaggaaatgggtgttaggtaaagaagatcttgaggaagccaagctggat 

cagacgggagt:caccgccttccttggcatgagtatl:ct:tcggagaattgcaggtgaggaa 

gaccactatgtctttaccctcgtgacttttcaggaatfcttttgcggccttgttttatgtt 

ctctgtttcccacaaagactcaaaaattttcatgtgttigagccacgtgaatatccagcgc 

ctgatagcgagtcccagaggaagcaaaagctatctctctcacatgggacttttcttattc 

ggttttctgciacgaggcctgcgcttcggccgtggaacagtcattccaatgcaaggtgtct 

ttcggtaataagaggaaactgctgaaagtcatacctctgttgcataaatgtgacccacct 

tctccgggcagtggggtcccgcagttattctactgtctgcatgaaatccgggaggaagcc 

tttgtaagccaagccctaaatgattatcataaagttgtcttgagaattggcaacaacaaa 

gaagttcaagtgtctgctttttgcctgaagcggtgtcaatatttgcatgaggtggaactg 

accgt:caccct:gaacttcatgaacgtgtggaagctcagct:ccagctcccatcct:ggct;ct: 

gaccteiaggcgtgtgaatagcaccatgttgaaccaggacttaatcggtgttttgacgggg 

aaccagcatctgagatacttggaaatacaacatgtggsiagtggagtccaaagctgtgaag 

cttctatgcagggtgctgagatccccccggtgccgtcligcagtgtctcaggtitggaagac 

t:gcttggccacccctagaatt:t:ggactgat:ct:tggcaat:aat:cttcaaggtaacgggcat 

ct:aaagact:ctcat:act£Lagaaaaaactccctggagaact:gtggggcgtattacctgtct 

gtggcccagctggagaggctgtcgcagagtaagatgctgacccacctgagcttggcagaa 

aaogccttgaaagatgaaggggccaagcaliatttggaaligccctgccacacctgagatgt 

cctct:gcagaggcl:ggtactgagaaagtgtgact:tgacct:t:taattgctgtcaggatat:g 

at:ct:ctigcgctctgtaaaaataaaaccctgaaaagt:ct:t:gacctaagtttt:aa1:agcct:g 

aaggatgatggggtgatcctgctgtgtgaggccctgaagaaccctgactgtacattacag 

atcctggagct;ggaaaactgcctgttcacct;ccat:ctgctgccaggccatggct:teca^g 

ctccgcaaaaaccaacatctgagacatctggacttgagcaagaatgcgattggagtctat 

ggtat t ctgacct tgtgcgaggcct t ct caagccaaaagaagagagaagaggtcat 1 1: tc 

actat: tcacaatagccaagatt tggaagcacctaagtgt:ccatcaacagatgaat:ggat:a 

aagaaaatgtggtacttacgcacaatggagtactattcagccatgaaaaagaaacttaag 

tgtagaaacaatggtatcatagaaacagcacactggtgctcaggtcctacttgctctata 

tt:accaaagciatccactt:t:tcccccaaaacctigagctct:cagcctt:gtatcaagat:ggaa 

ggagacaaatcgctcaccttttccagctacgggctgcaatggtgtctctatgagctagac 

aaggaagaatttcagacattcaaggaattactaaagaagaaatcttcagaatcgaccaca 

tgct:ctatt:ccacagtt:tgaaatcgagaatgccaacgt:ggaatgtctggcact:cctcCtg 

catgagtalitaliggagcatcgctggcctgggctacgtccattagcatctttgaaaacatg 

aacctgcgaaccctctcggagaaggcacgggatgacatgaaaagacattcaccagaagat 

cctgaagcaacgatgactgaccaaggaccaagcaaggaaaaagtgccaggaat:tt:cacaa 

gctgtgcaacaagatagt:gccacagctgcagagacaaaagaacaagaaattl:cacaagct 

atggaacaagaaggtgccacagcagcagagacageiagaacaagaaatttcacaagctiatg 

gaacaagaaggtgccacagcagcagagacagaagaacaaggacatggaggtgacacatgg 

gactacaagagtcacgtgatgaccaaattcgctgaggaggaggatgtacgtcgtagHttt 

gaaaacact:gctgctgact:ggccggaaatgcaaacgt:tggct:ggtgcttttga1:t:cagac 

cggtggggcttccggcctcgcacggtggttctgcacggaaagtcaggaattgggaaatcg 

get ct agccagaaggatcgtgc tgtgc tgggcgcaaggtggactctaccagggaatgttc 

t cc tacgt c t tc 1 1 cctccccg t tagagagatgcagcggaagaaggagagcagtgt caca 

gagt t cat c t ccagggagtggccagac t cccaggc tccggtgacggagatcatgtcccga 

ccagaaaggc tgt tgt tcatca ttgacggt tt cgatgacc tgggct ctgtcct caacaat 

gacacaaagctctgcaaagactgggctgagaagcagcctccgttcaccctcatacgcagt 

ctgctgaggaaggtcctgctccctgagtccttcctgatcgtcaccgtcagagacgtgggc 

acagagaagctcaagtcagaggtcgtgtctccccgttacctgttagttagaggaatctcc 

ggggaacaLaagaatccacttgctccttgagcgcgggattggtgagcatcagaagacacaa 

gggttgcgtgcgatcatgaacaaccgtgagctgctcgaccagtgccaggtgcccgccgtg 

ggctctctcatctgcgtggccctgcagctgcaggacgtggtgggggagagcgtcgccccc 

ttcaaccaaacgctcacaggcctgcacgccgcttttgtgttticatcagctcacccctcga 
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ggcgtggtccggcgctgtctcaatctggaggaaagagttgtcctgaagcgcttctgccgt 

atggctgtggagggagtgtggaataggaagtcagtgtttgacggtgacgacctcatggtt 

caaggactcggggagtctgagctccgtgctctgtttcacatgaacatccttctcccagac 

agccactgtgaggagtactacaccttcttccacctcagtctccaggacttctgtgccgcc 

ttgtactacgtgttagagggcctggaaatcgagccagctctctgccctctgtacgttgag 

aagacaaagaggtccatggagcttaaacaggcaggcttccatatccactcgctttggatg 

aagcgtttcttgtttggcctcgtgagcgaagacgtaaggaggccactggaggtcctgctg 

ggctgtcccgttcccctgggggtgaagcagaagcttctgcactgggtctctctgttgggt 

cagcagcctaatgccaccaccccaggagacaccctggacgccttccactgtcttttcgag 

actcaagacaaagagtttgttcgcttggcattaaacagcttccaagaagtsr^ggcttccg 

attaaccagaacctggacttgatagcatcttccttctgcctccagcactgtccgtattUg 

cggaaaattcgggtggatgtcaaagggatcttcccaagagatgagtccgct:gag^gcat:gt 

cctgtggtccctctatggatgcgggataagaccctcattgaggagcagtgggaagatttc 

tgctccatgcttggcacccacccacacctgcggcagctggacctgggcagcagcatcctg 

acagagcgggccatgaagaccctgtgtgccaagctgaggcatcccacctgcaagatacag 

accctgatgtttagaaatgcacagattacccctggtgtgcagcacctctggagaatcgtc 

atggccaaccgtaacctaagatccctcaacttgggaggcacccacctgaaggaagaggat 

gtaaggatggcgtgtgaagccttaaaacacccaaaatgtttgttggagtctttgaggctg 

gattgctgtggattgacccatgcctgttacctgaagatctcccaaatccttacgacctcc 

cccagcc tgciaat c t c tgagcc tggcaggaaacaaggtgacagaccagggagtaatgcc t 

ctcagtgatgccttgagagtctcccagtgcgccctgcagaagctgatactggaggactgt 

ggcatcacagccacgggttgccagagtctggcctcagccctcgtcagcaaccggagcttg 

acacacc tgtgcc tat ccaacaacagcctggggaacgaagg tgtaaat ctactg^g t cga 

tccatgaggcttccccactgtagtctgcagaggctgatgctgaatcagtgccacctggac 

acggctggctgtggttttcttgcacttgcgcttatgggtaactcatggctgacgcacctg 

agccttagcatgaaccctgtggaagaccLatggcgtgaagcttctgtgcgaggtcatgaga 

gaaccatcttgtcatctccaggacctggagttggtaaagtgtcatctcaccgccgcgtgc 

tgtgagagtctgtcctgtgtgatctcgaggagcagacacctgaagagcctggatctcacg * 

gacaatgccctgggtgacggtggggttgctgcactgtgcgagggactgaagcaaaagaac 

agtgt:t:ctgacgagactcgggt1:gaaggcat:gt:ggactgacttctgattgctgt:gaggca 

ctctccttggccctttcctgcaaccggcatctgaccagtctaaacctggtgcagaataac 

ttcagtcccaaaggaatgatgaagctgtgttcggcctttgcctgtcccacgtctaactta 

cagataattggcaatgactctgaagaaaatgacgttcttcgagaatctgctctagtagtt 

t tgc t ^aaagt cac tgt 1 1 ccaagaacc t at caatgaca ttaagggagaac 1 1 ac t gt^ac 

ctccccaaaccctataacacgacccggcacagagactctgaggaaggaattcatggatgg 

actgaaaggctgtggaaatggcagtaccctgtgcaaataaggaagctgctggaggaagtg 

cagctactcciagccccgagtcgtaattgacggtagttggcattcttttgatgaagatgac 

cgattggatcttcaaagccagcaaaacagtcactcagcaagacagacttacaatctcatg 

gcatcacagaagtcagatcccatcaaccctgccacattccgtttggatagaagcactgct 

gacggtgggaccggccacttccacatcggggtcccgcctgtgggctgtagggtgttcagt 

gacgtccctgcttttacctgccaggtaagagatgaagtaggtatccttgtticacaacagc 

caaaaggtgcagacctacccacg^gtptatcagcagatga 

1 . 18 >MALP147Eyi8'*nraus^^ 

MGASI.WYGPQ WPVTGDQKF CLTLTPAHIiA DFGFIWYWKE IiNKIEFMYFK EliLIHEIIjQM 
GLKQISWTEV KEASREDLAI LLVKHCaXSNQ AWDTTFRVFQ MIGRNVITNR ATGEIAAHST 
lYRAHLKEKL THDCSRKFNI SIQNFPQDEY DHLENLLVPN GTENNPKMW LQGVAGIGKT 
IIiIiKNUlIVW SEGLVFQNKF SYIFYFCCHD VKQIiQTASLA DLISREWPSP SAPMEEXLSQ 
PEKLLFIIDS IiECTIEWNVTQ QDSQLCYNCM EKQPVNVLLS SIJLiRKKIItPE SSIiLISTSCE 
TFKDLKDWIE YTNVRTITGF KENNI13MCFH SIiFQDRNIAQ BAFSLIRENB QI«FTVCQAPV 
VCYMVATCXJC NEIESGKDPV SICRRTTSI.Y TTHILNLFIP HNAQ29PSMNS BDI.LDIII.CFIi 
AVEGMWTDIS VFNBBAIiRRN GIMDSDIPTL LDXGILEQSR ESEMTSYIFUI PSVQEFCAAM 
FYIiLHSEMDH SCQGVYFIET FlaFTFIiNKIK KQWVFLGCFF FGLLHETEQE KIiE2\FFGXHIi 
SKELIUtQLFL WLELLLDTIiH PDVKKINTMK FFyCLF®flBE EVFVQSAMNC REQIDWVKG 
YSDFIVZ^YC IiSHGSALTDF SISAQMC 
>NAI.P14/Pl8.cdna (mouse) 

atgggtgcctccttatggtatgggcctcaagttgtaccagtcactggtgatcaaaagttc 
tgccticacccttaccccagcacatcttgcagattttggctttatatggtactggaaagag 
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ctaaacaagatagaattcatgtattttaaggaattactcatacatgaaattctgcaaatg 
ggtctaaaacagatttcttggactgaagtaaaggaagcatctcgggaagaccttgccatc 
ttactggtaaaacattgtgacgggaatcaagcctgggatacgaccttcagagtcttccag 
atgattgggaggaatgttatcactaatagggcaacaggagagattgctgcacactcaaca 
atatatcgagctcatttaaaggagaagctgacccatgattgttctagaaagttcaacatc 
agtattcagaatttcttccaggatgaatatgatcatcttgagaaccttcttgtaccaaat 
ggaactgaaaacaatccaaagatggttgtcctgcaaggtgtagcfcggaattggcaagact 
attctgttaaaaaatttaatgattgtctggtcagaaggcctggtatttcagaacaaattc 
tcttatatcttctacttctgctgtcatgatgtgaagcaattgcagacagcaagcctggct 
gatctgatctccagagagtggcctagcccctcagctcccatggaggagatcctatcccaa 
cctgagaaactcttattcatcattgacagcttagaagggatggaatggaatgttacccaa 
caggattcgcagctgtgttacaattgcatggagaagcagccagtaaatgtattgctgagc 
agtttgctcaggaagaagatactccctgaatcatctctcctcatctccactagttgtgag 
acttttaaggatttgaaggactggattgagtacacaaatgtgagaacaataaccggattc 
aaggaaaacaatattaatatgtgtttccacagcttgttccaagataggaacattgcccag 
gaggccttcagtttgataagagaaaatgagcagctgttcactgtatgtcaggcccctgtg 
gtctgctacatggtggctacttgtcttaaaaatgagatagagagtggaaaagacccagtc 
tccatctgccgacgtaccacctccctgtataccactcacatcttaaatttgttcattccc 
cacaatgcccaaaatccaagtaacaatagcgaagacctgctggataacttgtgttttcta 
gctgtagagggcatgtggactgatatatctgtgtttaatgaggaggctctMggagaaat 
gggatcatggattctgacatccccacactgctggatattggaattcttgagcagagcagg 
gaatctgaaaattcttacatattcctccacccgtctgtccaggagttctgtgcggccatg 
ttttatctgctacatagtgaaatggatcactcttgtcagggtgtttactttatagaaaca 
ttcctgtttacttttctaaacaagatcaaaaaacagtgggtttttttgggctgtttcttc 
tttggtcttttacatgaaacagaacaagaaaagctggaggcattttttggctaccactta 
tctaaagaattaaggcgacagttgtttttgtggctggaactcctattggacactttacat 
cctgacgtaaaaaaaataaataccatgaagttcttttactgtctgtttgagatggaagag 
gaagtctttgtacagtcagcaatgaactgtagggaacagattgacgttgtggttaagggt 

tattctgattttattgttgctgcctactgcttaagccatggctctgcactgacagacttc 
tccatttcagctcaaatgtgctiga 



2 >NALP15/Pyl9.liS 

LEEIiKKEEFRKFKEHTiKQMTLQI^iaCQIPWT^ 
DRKDIiCmVMRERTGYT 

XyrKTYQAHA KQKFSRLWSS KSVTEIHLYP BEBVKQEECD HIJ>RI,KAPICB AGKQPRTVII 
QGPQGIGKTT ULiMKIJaMaWS DNKIFRDRFI. YTFYPCCREL REI«PPTS£AD IiJSREWTOPA 
APITEIVSQP BRLIiEVIDSP EEZiQGCHiNBP DSDLOGDIiME KRPVQVIJ.SS T^LiRXXMLPEA 
SlilAIKPVC PKEIJaOQVTl SHIYQPHGFN ESDRLVYFCC PPKDPKRAME AFNLVRESEQ 
LFSICQIPIiL CWII.CTSUCQ EMQKCSCDZAI. TCQSTTSVYS SFVFNIiFTPE GAEGPTPQTQ 
I^UCAIiCSIA ABGMWTDTFE FCEDDIiRRNG WDADIPAUd GTKIIJiKYGE RESSYVFXiHV 
CIQEPCAALF TnCilJCSHI-DHP HPAVRCVQEL LVANPEKARR AHWIFLGCFI, TGLUJKKEQE 
KEJIAFFGFQI. SQEIKQQIHQ CLKSIiGERGN PQGQVDSIAI FYCTiFEMQDP AFVKQAVNLL 
QEANFHIIDN VDLWSAYCI. KYCSSUaOiC FSVQNVFKKE DEHSSTSDYS I.ICWHHICSV 
IiTTSGHLREt. QVQDSTIiSES TFVTWCNQLR HPSCRLQKLG INNVSFSGQS VIiLFEVIJ^YQ 
PDIiKYI^PTI, TKLSRDDIRS i:.C337\LNYPAG NVKELALVNC HLSPIDCEVL AGLLTNNKKD 
TYI^NVSCNQI* DTGVPULCEA LCSPDTVLVY LMLAFCHLSE QCCEYISEMI, LRNKSVRYIJJ 
LSANVLKDEG LKTLCEALKH PDCC3CJ5SLCL VKCFITAAGC EDLASALISN QNLKILQIGC 
NBIGDVGVQI* LCRALTHTOC RIjBILGLEEC GLTSTCCKDIi ASVLTCSKTIi QQIOTiTONTL 
raTGWVLCE ALRHPECALQ VUSLStXTDFD EETQAIJ:.TAE EERNPNLTIT DEKTOITRVE 

>llAIiP15.hs.dna (partial) 

gcccccgcga aacctcacgc cccccccaac tacggcagta cgagccggbt aaatcggacg 
agattatcat gttctggtca cgtctcttga ggattggtat ctctgctcca gaaaagatgg 
cagcctcttt ctgctctgat ttggtcttat gtggtatctg gaggagctca aaaaggagga 
gttcaggaaa tttaaagaac atctcaagca aatgacttgc agctgaactc aagcagattc 
cctggactga ggtcaaaaaa agcatcccgg gaagaacttg caaacctctit gatcaagcac 
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tatgaagaac aacaagcttg gaacataacc ttaagaatct ttcaaaagat ggabagaaag 
gatctctgca tgaaggtcat gagggagaga acaggataca caaagaccta tcaagctcac 
gcaaagcaga aattcagccg cttatggtcc agcaagtctg tcacbgagat tcacctatac 
tgtgaggagg aagtcaagca agaagaatgt gaccatttgg accgcctttt tgctcccaag 
gaaactggga aacagccacg tacagtgatt attcaaggac cacaaggaac tcggaaaaaa 
cgacactcct gatgaagctg atgatggcct ggtcggacaa caagatcttt cgggataggt 
tcgtgtacac gtgctatttc tgctgcagag aactgagg 

1 . 20 "i^LPia/E^V.m^^ 

MTSVRCKLAQ YLEDIiBDVDIj KKFKMHLEDY PPEKGCIPVP RGQMEKADHIi DLATLMIDFN 
GEEKAWAMAV WIFAAINRRD LWEKAKKDQP EWNDTCTSHS SMVCQEDSLE EEWMGIiIiGYIi 
SRISICKKKK DYCKMYRRHV RSRFYSIKDR NARIiGESVDL NSRYTQLQLV KEHPSKQERE 
HELIiTIGRTK MRDSPMSSLK LEUCFEPEDG HSEPVH1WF QGAAGIGKTI lARKIMLDWA 
LGKIiFKDKFD YLFFIHCREV SLRTPRSLAD LIVSCWPDPN PPVCKIIiRKP SRILFUOGF 
DELQGAFDEH IGEVCTDWQK AVRGDILLSS I.IRKKLLPKA SIiLITTRPVA LEKXjQHTiT.DH 
PRHVEIL6FS EAKRKEYFFK YFSNEUQABE AFRIjIQENEV LFTMCFIPIiV CWXVCTGX-KQ 
QMBTGKSIiTVQ TSKTrTAVYV FFLSSUiiQSR GGIEEHLFSD YLQGIiCSZiAA DGZWNQKIIiF 
EECSDIiRKHGI. QKTDVSAFIiR MNVFQKEVDC ERFYSFST 

>NALP12/Py20 . cdna 

atgacgagtgtccgttgcaagctggctcagtatctagaggaccttgaagatgtggacctc 
aagaaattcaaaatgcatttggaagattacccgcccgagaaaggctgtatcccagtcccc 
aggggccagatggagaaggcagatcacttggatctagccacactcatgattgacttcaat 
ggcgaggagaaggcctgggccatggctgtgtggatctttgctgcgatcaacaggcgagac 
ctctgggaaaaagctaagaaggaccagccagagtggaatgacacgtgtacatcacattcc 
tctatggtatgccaggaggacagccttgaagaagagtggatgggtttgctgggatatctc 
tcccgcatctccatttgtaaaaagaagaaagattactgtaagatgtacagacgacatgtg 
agaagcaggttctactctatcaaggacaggaacgcgcgtctaggtgagagtgtggacctc 
aacagtcgctacacgcagctccaactggtcaaggagcatccaagcaagcaggagcgggag 
catgaactcctgaccatcggccggactaaaatgcgggacagccccatgagtitcccttiaag 
c tggagctgc t gt t: tgagcccgaggacgggcac t cggagcc tgtgcacacagtggtgt t c 
cagggagcagcaggcatcgggaaaaccatcctagccaggaagattatgtitggactgggca 
ctgggaaagcticttcaaagacaaattitgact^atttgtitctttatccactgccgagaggtig 
agcctcaggacgccaaggaglicbagcagaccligattgtcagctgctggcctigacccaaac 
ccaccagbgtgcaagatcctgcgcaagccttccaggatcctcttcctcatggatiggc^tt 
gatigagctiacaaggggcctttgacgagcacattggggaggtctgcacagactggcaaaag 
gctgtgcggggagacat t c tgc t aagcagc ct cat ccgaaagaaac tgc tgcccaaggcc 
tctctgctcataacgacgaggccggtagccttggagaaactgcagcatctcctiggaccac 
cccogccatgtggagaticctaggtttct:ctgaggccaaaaggaaggagt:at:tt:ct:ttaag 
tatt:tctccaacgagctgcaggcccgggaggcctt:caggctgatccaagagaat:gaggtc 
ctctttaccatgtgcttcatccccctggtctgctggattgtgtgcacggggctaaagcaa 
cagatggagaccgggaagagcctggcccagacctccaagaccactacggccgtctacgtic 
ttcttcctttccagcctgctgcaatcccgggggggcattgaggagcatctcttctctgac 
tacctacaggggctctgttcactggctgcggatggaatttggaaccagaaaatcctattt 
gaggagtgtgatctgcggaagcacggcctgcagaagactgacgtctccgcttbcctgagg 
atgaacgtgttccagaaggaagtggactgcgagagattctacagcttcagcacatga 
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ID PYD_DOMAIN; MATRIX. 
AC ZZ99999; 

DT Mon Oct 30 13:50:41 2000 

DE Generated from MSF file: 'stdin'. 

MA /GENERAL_SPEC : ALPHABET= ' ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ ' ; 
LENGTH=82 ; 

MA /DISJOINT: DEFINITION= PROTECT; Nl=6; N2=77; 

CC Automatic scaling using medioam database 

MA /NORMALIZATION: M0DE=1; FUNCTION=IiINEAR; Rl=1.0442; 

R2=b. 01858709; TEXT= ' NScore ' ; 

MA /CUT_OFF: LEVEL=0; SCORE=401; N_SCORE=8.5; MODE=l; 

MA /CUT_OFF: LEVEL=-1; SCORE=293; N_SCORE=6.5; M0DE=1; 

MA /DEFAULT: M0=-8; D=-20; I=-20; Bl=-60; El=-60; MI=-105; 

MD=-105; IM=-105; DM=-105; 

MA /I: B1=0; BI=-105; BD=-105; 



MA /M: SY='L' 

26.38.18, -28,-2 
MA /M: SY='E' 
19,2,-5,13,4,2,- 
MA /M: SY='E' 
18,20,-11,13,-1 
MA /M: SY='L' 

29.42.19, -29,-2 
MA /M: SY='S' 



11,-2,-5,14,6,-15,-33,-18,0; 



MA /M: SY='E' 
13,0,1,10,1,0,- 
MA /M: SY='D' 
18,5,-10,6,-3,- 
MA /M: SY='E' 
20,11,-5,17,-1, 
MA /M: SY='L' 



MA /M: SY='K' 
7,1,-13,15,19,- 
MA /M: SY='K' 
12,0,-12,8,26,- 
MA /M: SY='F' 
25,9,0,-19,-29, 
MA /M: SY='K' 
1,-11,13,26,-10 
MA /M: SY='F' 
17,-4,-7,-6,-5, 
MA /M: SY='Y' 



MA 



/M: SY='L' 



MA 



/M: SY='R' 



M=-ll,-28,-22,-29,-20,12,-29,-16,15,- 
,-17,-18,-28,-11,5,-9,7,-18; 

M=-10, 11,-28,19,39,-27, -17, -1, -29, 10,-22, - 
7,-26, -28,-15,26; 

M=-12 ,22,-26,22,26, -24 , -13 ,3,-26,3, -23 , - 
2,-7,-28,-31,-16,20; 

M=-9, -30, -20, -31, -22, 8, -31, -22,24, - 
,-21,-21,-27,-9,17,-21,-1,-22; 

M=-2, 5, -19, 3, 2, -21, -2, -8, -20, -4, -22, -16, 10, 



M=0,2,-27, 5,ll,-30,-12,-2,-25,10,-24,- 
,-21,-26,-15,9; 

M=-14, 17 , -29,26,26, -25, -18, -1, -24, 5, -20, - 
,-9,-21,-28,-10,15; 

M=-ll , 18 , -28 , 24 , 45, -30 , -16 , 2 , -29 , 7 , -23 , - 
,-8,-30,-32,-20,31; 

M=-12,-28,-19,-31,-22,30,-28,-19,ll,- 



29,33,11,-24,-29,-25,-19,-23,-8,6,-12,8,-22; 



M=-ll, 1, -28, 1, 10, -26, -17, -3 , -24, 20,-22, - 
,-8,-20,-18,-10,12; 

M=-10 , -2 , -26 , -1 , 10 , -23 , -18 ,-6,-26,28, -24 , - 
,-2,-18,-22,-8,7; 

M=-19,-28,-21,-37,-27,70,-29, -19,-l,- 
36,-17,-20,-10,-l,7,26,-27; 
M=-10 , -2 , -30 , -3 , 8 , -29 , -21 , -9 , -25 , 41 , -26 , -7 , 

-10,-18,-20,-9,10; 
M=-9, -12,-23,-13,-1,2,-21,-5, -7,-7,-2,0,-9, 

8 —18 1 —2 • 
M=-12, -18^ -25, -19 , -11, 6, -21, -10 , -6, 0, 7, 2, - 



16 , -23 , -11, 0, -19 , -11 , -6 , -9 , 10 , -11 ; 



M=-10, -28, -21, -28, -16, 7, -30, -20, 20, 



28, 43 , 18,-27,-27,-18,-20, -27, -10, 10, -21, -1,-17 ; 



M=-3, -13, -26, -14, -8, -17, -5, -12, -16, -1,-10 / - 



7,-9,-12,-4,1,-7,-7,-13,-15,-12,-7; 



Fig. 3/1 
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MA /M: SY='B' ; M=-6,15,-20,14,5,-23,-13,-3,-23,0,-21,- 
16,ll,-12,2,-l,10,12,-17,-32,-14,3; 

MA /M: SY='E'; M=-4, -9 , -22, -10, 5, -10, -21, -13 , -10, 3 , -10, -5 , 
9,-10,-4,1,-4,-1,-5,-22,-10,0; 

MA /I: I=-4; MD=-18; ^ - 

MA /M: SY='P'; M=0, -9 , -18, -10, -5, -14, -9 , -13 , -6, -6, -11, -7, - 

5,5,-4,-7,3,1,-6,-21,-12,-6; D=-4; . 

MA /I: 1=-^; MD=-18; 

MA /M: SY='L'; M=-8, -18 , -10 , -19 , -11, -3 , -24, -9 , 6 , -18, 19 , 10, 
18,-23,-8,-13,-15,-5,3,-23.-4,-10; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='E'; M=-5 , 4 , -23 , 8, 23 , -26 , -10 , -3 , -25 , 7, -21, -15 , 2 , 
7,13,8,4,-5,-21,-26,-16,17; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='E'; M=-10, -6 , -22 , -4 , 6 , -7, -18 , -4, -13 , 0 , -6, -4, -6/ 
5,-2,-1,-7,-5,-12,-20,-6,2; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='G'; M=-3 , -2 , -23 , 1, 3 , -23 , 21, -11, -27 , -4, -21, - 
15,0,-12,-5,-7,1,-8,-19,-22,-20,-1; D=-4; 
MA /I: I=-4; MD=-18; 

MA /M: SY='H'; M=-9 , -10 , -19 , -11, -6, -1, -15 , 11, -6 , -12 , 3 , 1, - 

8,-17,-4,-8,-8,-3,-8,-14,8,-6; D=-4; 

MA /I: I=-4; MI=0; MD=-18; IM=0-; DM=-18; 

MA /M: SY='P' ; M=-6,-10,-21,-9,-4,-20,2,-ll,-22,-3,-22,- 
10,-5,4,0,-5,-l,-8,-20,-23,-17,-3; D=-4; 
MA /I: I=-4; DM=-18; 

MA /M: SY=*R'; M=-10 , -5 , -26 , -6 , 1 , -22 , -12 , -6 , -23 , 14, -21, - 
11, 0 , -2 , 6 , 23 , -3 , -4 , -19 , -23 , -14 , 1 ; D=-4 ; 
MA /I: I=-4; DM=-18; 

MA /M: SY='I'; M=-8 , -26, -25 , -32 , -23 , -1 , -35 , -27 , 3 6, - 

25,17,14,-20,-21,-19,-25,-16,-4,25,-23,-3,-24; 

MA /M: SY='P'; M=-2 , -14, -30, -10, -2, -25, -17, -18 , -18, -8 , -25, 

17,-13,54,-8,-14,0,2,-21,-29,-25,-9; 

MA /M: SY='W; M=-16 , -19 , -37 , -19 , -8, -12 , -20, -9 , -22 , 3 , -19 , - 
12,-16,-16,3,11,-19,-15,-24,42,5,-2; 

MA /M: SY='G'; M=5, -4, -20 , -7 , -11, -14, 17 , -16, -24, -12, -21, - 
16,2,-16,-13,-14,9,1,-15,-24,-17,-11; « . « 

MA /M: SY='E'; M=l, 2 , -24 , 3 , 22 , -26, -15 , -3 , -22 , 5 , -18, -13 , 0, - 
2 , 13 , 0, 3 , -4,-21, -27 , -17 , 17 ; 

MA /M: SY='L'; M=-7 , -29 , -19 , -31, -24, 3 , -30 , -23 , 26 , - 

25,27,17,-27,-22,-21,-21,-21,-7,24,-24,-5,-24; 

MA /M: SY='E'; M=-12 , 3 , -29, 8, 24, -24, -18, 0, -21, 8, -13, -10, - 

2,-10,10,4,-7,-11,-20,-26,-12,16; 

MA /M: SY='K'; M=-5, 0, -25, -2 , 9 , -26, -14, -6 , -23 , 20 , -21, -7 , 1 

11,13,14,-1,-2,-18,-23,-12,11; ,o ^ ^ 

MA /M: SY='A'; M=28 , -14 , -13 , -23 , -13, -11, -9 , -17 , 0 , -13 , 5 , 6 , 

14,-15,-10,-18,-1,-1,3,-20,-13,-12; 

MA /I: I=-6; MI=0; MD=-32; IM=0; DM=-32; 

MA /M: SY='D'; M=-10, 23 , -23 , 27 , 5 , -27, -6, -4, -26 , -1, -26 , - 
21,18,-13,-1,-1,9,0,-21,-36,-18,1; 



Fig. 3/2 
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HA. 



/M: SY='P' 



14,-10,12,-6,0.-7,-12,-20,-15,-18,-6; 



MA. 



/M: SY='I' 



15,-16,-7,-11,-12,-8,8,-24,-9,-5; 



MA /M: SY='D' 

20,12,-10,12,-1 
MA /M: SY='L' 



27, 40, 21, -29,-29,-20,-19,-26, -8, 17, -22 , -2 , -21; 



MA 



/M: SY='A' 



7,-11,-14,-13,-18,10,9,9,-25,-17,-13; 



MA /M: SY='D' 
15,10,-12,3,-4, 
MA /M: SY='L' 



MA 



/M: SY='L' 



MA /M: SY='V 
17,-16,-18,-18, 
MA /M: SY='S' 



10,6,-3,10,7,-14,-29,-15,6; 



MA /M: SY='H' 
4,0,-21,0,-1,-4 
MA /M: SY='Y' 



M=-4 , -13 , -31 , -11 , -2 , -23 ,-3,-15,-22,0,-22,- 



M=-5, -15, -24, -16, -1,-11, -27, -17, 9, -6,5,5, - 



M=-14, 26, -24, 35, 24, -35, -15, 0,-32, 8,-26, - 
-1,-9,-28,-33,-18,18; 
M=-8, -29, -18, -30, -22, 7, -29, -20,22, - 



M=31 , -12 , -10 , -19 , -13 , -15 , -9 , -21 , -3 , -12 , -7 , - 



M=-ll, 14, -25, 16, 14, -19, -16, 1,-21, -1,-18, - 
,-2,-20,-30,-12,8; 
M=-10,-24,-23,-26,-16,2,-30,-17,15,- 



16,28,14,-23,-25,-13,-13,-23,-9,8,-18,2,-15; 



M=-10,-29,-20,-30,-20,12,-29,-17,19,- 



27,44,24,-28,-29,-18,-19,-28,-10,10,-19,1,-19; 



M=-4, -16, -20, -17, -18, -8, -27, -19, 15, -16, 3, 4 
9,-1,20,-28,-9,-19; 
M=l, 2, -20, -1,7, -22, -10, -9, -17, 2, -20, -12, 5, 



M=-13, -6,-24, -9,-7, -1, -21,29, -15, -6, -13, - 
-4,-15,-14,20,-6; 
M=-13, -20, -12, -24, -21, 31, -26, 2, -5, -16,-2, - 
4 , -17 , -28 , -18 , -15 , -12 , -7 , -7 , 10, 45 , -21 ; 

MA /M: SY='G'; M=-i5, -7, -21, -4, -5, -22 , 11, -15, -24 , -14, -18, - 

15,-6,1,-12,-16,-3,-7,-21,-26,-20,-9; 

MA /M: SY='E'; M=l, -1, -25 , 3 , 18, -27 , 5 , -10, -28 , -1 , -24, -19 , - 
1,0,2,-8,7,-6,-23,-28,-22,9; 

MA /I: I=-6; MD=-32; 

MA /M: SY='E'; M=-8 , 2 , -25 , 2 , 10, -21, -7 , -3 , -21 , 7 , -20 , -12 , 3 , 

13,7,4, 0,-6, -19, -21,-7,8; D=-6; 

MA /I: I=-6; MI=-32; IM=-32; DM=-32; 

MA /M: SY='Y'; M=-15, -8 , -32 , -5, 0, -8, -21, 0, -17 , 1 , -14, -10, - 
10,-15,5,2,-12,-11,-20,12,17,1; 

MA /M: SY='A'; M=37 , -13 , -14 , -21, -14, -18 , 2 , -21 , -5 , -13 , -8 , - 
7, -11, -13 , -13 , -21,5,-3,2, -20, -19,-14; 

MA /M: SY='W; M=-8, -30, -31, -30, -22 , 1 , -18, -25 , -4 , -17 , -4, - 
7 , -29 , -27 , -19 , -15 , -23 , -16, -2 , 51 , 7 , -19 ; 

MA /M: SY='E'; M=-8 , 10, -24 , 12 , 14, -24, -13 , -2 , -21 , 7 , -19 , - 
8,7,-11,8,4,2,-5,-19,-30,-15,11; 

MA /M: SY='V; M=2, -23 , -15, -26, -20, -2, -24, -21, 15, - 
16, 17, 12, -23 , -24, -18,-16, -12, 0,20, -24, -7, -19; 

MA /M: SY='T'; M=10 , -7 , -11, -14, -12 , -11, -16, -20 , -4 , -12 , -6 , 
7,-6,-14,-12,-14,14,28,6,-29,-12,-12; 

MA /M: SY='L'; M=-7 , -26 , -19 , -30 , -22 , 11 , -28 , -20 , 18, - 
23 , 23 , 15 , -23 , -26 , -20,-16, -18 , -7 , 15 , -19 , 0 , -21; 

MA /M: SY='N'; M=-6 , 7 , -24 , 4 , 6 , -26 , -8 , 2 , -24, 8 , -24, -13 , 12 , - 
13 , 11 , 8 , 6 , -1 , -22 , -28 , -14 , 8 ; 

MA /M: SY='I'; M=-5, -25, -21, -31, -27, -2 , -29, -28, 31, - 
24,12,11,-20, -22,-22,-24,-11,0,29,-24,-6,-27; 



Fig. 3/3 
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MA /M: SY='F' 
30,26,8,-25,-30 
MA /M: SY='R' 
1,-11,18,22,-2, 
MA /M: SY='K' 



14,4,4,-4,-5, -12 , -25 , -13 , 2 ; 



MA /M: SY='M' 
16, 19,43,-19,-2 
MA /M: Sy='N' 
18,34,-19,-2, 5, 
MA /M: SY='Ii' 
15,-25,-5,5,-16 
MA /M: SY=*R' 
3,5,-15,8,15,-3 
MA /M: SY='D' 
15,3,-11,4,-7,2 
MA /M: SY='L' 
26,39,21,-28,-2 
MA /M: SY='C' 
15,-12,-13,-21, 
MA /M: SY='E' 
16,1,-8,6,1,0,- 
MA /M: SY="R' 
6,-2,-13,20,28, 
MA /M: SY='Ii' 
21,-22,-17,-21, 
MA /M: SY='Q' 
2,-15,21,14,-5, 
MA /M: SY='E' 



11,6,13,-2,-9,-22,-25,-16,11; 



MA /M: SY='E' 
9,6,1,-1,-8,-19 
MA /M: SY='M' 
14,-20,-9,-7,-8 
MA /M: SY='N' 
17,-2,2,-5,-6,- 
MA . /M: SY='H' 
11, 15,4,-3,-12, 
MA /M: SY='S' 



MA 



/M: SY='V 



M=-16,-30,-21,-36,-26,47,-30,-20,8,- 
-31,-20,-25,-11,3,4,17,-25; 

M=-8 , -2 , -27 , 0 , 18 , -26 , -15 , -2 , -25 , 15,-19 , -11 , 
8,-22,-24,-14,16; 

M=-4, 2, -24, 1,2, -23, -13, -8, -16, 8, -15, -4,0, - 



M=-7, -22, -21, -31, -21, -1,-24, -10,24, - 
, -7, -16 , -18 , -7 ,14 , -20 , -1, -15 ; 

M=-10, 21, -25, 11, -2, -24, 9, 5, -27, 3,-29, - 
,-7,-28,-32,-18,-3; 

M=-10, -18, -5, -21, -12, -8, -25, -12, -5, -6,6,3, - 
-10,-5,-22,-5,-10; 

M=-ll, 2, -24, -1,3, -19, -18, -3, -17, 10,-13, - 
0,-15,-26,-11,4; 

M=-5, 12, -24, 18, 16, -26, -15, -2, -22, -1,-16, - 
-4,-17,-31,-15,10; 

M=-9 , -28 , -19 , -29 , -19 , 6 , -29 , -19 , 21 , - 
,-18,-19,-25,-9,15,-22,-2,-19; 

M=16 , -15 , 25 , -22 , -17 , -16 , -13 , -22 , -15 , -17 , - 
16,-21,3,-1,-4,-19,-18,-16; 

M=-2 ,6,-25,10,25,-26, -10 , -7 , -25 , 7 , -20 , - 
,-20,-28,-18,15; 

M=-13 , -2 , -29 , -1 , 12 , -27 , -20 , -1,-23 ,21, -19 , - 

6, -9,-19,-23,-11,15; 

M=13 , -22 ,-16,-26,-18,-4, -16 , -22 , 9 , -21 , 19 , 6 , 
12,-6,10,-21,-10,-18; 
M=-ll, -4, -27, -4, 5, -25, -18, 2, -17, 8, -14,-3, - 

7, -18,-23,-8,11; 

M=-5, 3, -27, 6, 17, -26, -8, -2, -29, 11, -21, -15,1, 



M=-5, 5, -27, 6, 22, -24, -13, -1,-20, 2, -17, -13, 4, 
-28,-15,13; 

M=-2 , -17 , -6 , -25 , -18 , -9 , -23 , -16 , 6 , -10 , 2 , 14 , - 
0,7,-25,-9,-15; 
M=-3, 1,-22, -4, 1,-16, -15, -7, -10, 3, -8,-3, 5,- 

,-27,-13,0; 

M=-6, 1,-28, 3, 21, -26, -11, 24, -28, 2, -20, -11, 2, 

26,-26,-8,16; 
M=-3, -1,-19, -4, -7, -18, -1,3, -17, -6,-21, - 



12,9,-18,-5,-1,10,0,-9,-32,-14,-7; 



M=-4, -21, -18, -23, -22, 6, -2, -22, 0,-22, 1,-2, - 
16,-25,-24,-19,-6,-5,9,-20,-8,-22; 
MA /I: E1=0; IE=-105; DE=-105; 
CC /GENERATED_BY="/usr/molbio/bin/pfittake -2b - 
/usr/molbio/share/pf tools /blosum45 . cmp H=0 . 6 " ; 
// 
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Box I Observations where certain claims were found nnsearchabie (Continuation of item 1 of first sheet) 



This intemational searchreporthas not beenestablishediniespect of certaindaimsimder Article 17(2)(a) forthefollowingreasons: 



2. 



Claims Nos.: 

because tbey relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although Claims 17-19 relate to a method for treatment of the human or 
animal body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of 
the compound or composition. 

ClaimsNos.: 20-23 

because they relate to parts of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no roeaningful international search can be carried out, specifically: 

See additional sheet IPCT/ISA/210 



□ ClaimsNos.: 
because they are dependent claims and are not daafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of invention is laddi^ (Contmnation of item 2 of first sheet) 



This hrtemational Searching Authority found multiple inveations in this international appHcation, as follows: 



X 



As all required additional search fees were timely paid by the appHcant, this international search report covers all 
searchable claims. 

As all searchable claims could be searched wiftiout effort justifying an additionalfee, this Authority did not invitepaymrait 
of any additional fee. 

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. rZTi No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this inteniational search r^ort is 
restricted to the invention first inentioned in the claiins; it is covered by claims Nos.: 

Claims 1-19 (partly) 

Remark on Protest [ [ The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I [ No protest accon:q>anied the payoiient of additional search fees. 

Fomi PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 
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Claims: 20-23 



Claims 20-23 are directed to compounds that block the specific interaction 
of PYD domains for intracellular signal transduction, and to medical use 
thereof. A search appears possible for want of any indication of sufficient 
stmctural features of such a compound. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which no international search report has been established 
normally cannot be the subject of an international preliminary examination 
(PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining 
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for 
subjects that have not been searched. This also applies to cases where the 
claims were amended after receipt of the intemational search report (PCT 
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the 
procedure under PCT Chapter 11. 
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1. Claims: Invention 1: Claims 1-19 (in part) 

DNA sequence coding for human PYC protein (SEQ ID NO: 

2) , expression vectors, host cells, gene product (SEQ ID NO: 
1), antibodies, method of isolating the gene product, method of 
expressing the gene product, medical use of the DNA sequence 
or of the gene product. 

2. Claims: Invention 2: Claims 1-19 (in part) 

DNA sequence coding for human pyrin protein (SEQ ID NO: 
4), expression vectors, host cells, gene product (SEQ ID NO: 

3) , antibodies, method of isolating the gene product, method of 
expressing the gene product, medical use of the DNA sequence 
or of the gene product. 

3. Claims: Invention 3: Claims 1-19 (in part) 

DNA sequence coding for human PYCARD protein (SEQ ID 
NO: 6), expression vectors, host cells, gene product (SEQ ID 
NO: 5), antibodies, method of isolating the gene product, 
method of expressing the gene product, medical use of the 
DNA sequence or of the gene product. 

4. Claims: Inventions 4-20: Claims 1-19 (in part) 

analogously for DNA sequences with SEQ ID NO: 8, 10, 12, 
38,40. 

5 . Claims: Invention 2 1 : Claims 11-14 and 17-19 (in part) 

gene product containing an amino acid sequence for a PYD 
domain from the mouse pyrin protein (SEQ ID NO: 60, 
pycard.mm), anitbodies, medical use of the gene product. 

6. Claims: Invention 21 : Claims 11-14 and 17-19 (in part) 

gene product containing an amino acid sequence for a PYD 
domain from the mouse pyrin protein (SEQ ID NO: 60, 
pycard.mm), anitbodies, medical use of the gene product. 

7. Claims: Inventions 23-26: Claims 1 1-14 and 17-19 (in part) 

analogously for gene products with SEQ ID NO: 63, 82, 83, 84. 
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A. KLASSIFtZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES ^ ,^ _ .^,.^*^/^« .^^.^^^/^-f 
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Nach der Internal ionalen Patent klasslfikation (IPK) Oder nach der nationaten Klassifikatiofi und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstotf (Klassifikalionssystem und Klassifikationssymbole ) 

PK 7 C12N C07K A61K 



RecMichieite aDer nicht xttm MindestprOtslon gehOrende Vei«nentliclningen. somM diese unter die racheichierlen Gebiele fallen 



waiirend der hlsmalionalen RechefChe konsultierte eletdronische Datenbank (Name der Daienbank und evil, venvendete Suchbegiilfe) 



C. ALSWESENTLICHANGESEHENEUNTERLAGEN 



Kaiegorie* Bezeichnung der Vei«nei«lllchiing. soweit etforderlich unter Angabe der in Betfacht konnnenden Telle 



MASUMOTO J ET AL: "ASC, a novel 22-kDa 
protein, aggregates during apoptosis of 
human promyelocytic leukemia HL-60 cells" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN 
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, 
MD, US, 

Bd. 274, Nr. 48, 

26. November 1999 (1999-11-26), Seiten 
33835-33838, XP002191744 
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das ganze Dokument 

& DATABASE EMBL 'Online! 
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retrieved from EBI 

Database accession no. AB023416 

Zusanimenfassung 

-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-19 



1-19 
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Wehere Verdffenttichungen sind der Forlsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



« Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

*A* Verdffentltchung, die den allgemsinen Stand der TechniK definiert. 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E" aneres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmektedatum ver6nent)icht worden tsl 

•f Veroffenirichung, die geeignel ist. einen Priortiatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lessen. Oder durch die das Ver5tfenilichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genannten Verdflentlichung belegl werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausge(uhrt) 

•O" Verdttentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere Ma(3nahmen bezieht 
•p* Veroffentlichung, die vor dem inlernationalen Anmeldedatum. aber nach 

dem beanspruchien Priorttalsdaium ver6ffentiich1 worden ist 



•T' Spatere Verdtfentlichung. die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentUchl worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidierl. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugnindeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y* VerdttenlKchung von besonderer Bedeutung die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Titigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verdffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie m Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
VerOffentHchung. die MNglied derselben Palentfanufe ist 
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Bezeichnung def Verdffenllichung, soweft ertorOerlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 1 


3etr. Anspruch Nr. 


Y 
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Database accession no. AF086332 

XP002213126 

Zusammenfassung 
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INOHARA N ET AL: "Genes with homology to 
mammalian apoptosis regulators identified 
in zebraflsh." 

CELL DEATH AND DIFFERENTIATION. ENGLAND 
MAY 2000, 

Bd. 7, Nr. 5, Mai 2000 (2000-05), Seiten 
509-510, XP002213121 

ISSN: 1350-9047 
das ganze Dokument 
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CMLS CELLULAR AND MOLECULAR LIFE SCIENCES, 
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PAWLOWSKI K ET AL: "PAAD - a new protein 
domain associated with apoptosis, cancer 
and autoimmune diseases." 
TRENDS IN BIOCHEMICAL SCIENCES. ENGLAND 
FEB 2001, 

Bd. 26, Nr. 2, Februar 2001 (2001-02), 
Seiten 85-87, XP002213122 

ISSN- 0968-0004 
das ganze Dokument 
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Betr. Anspfuch Nr. 



P. A 



P,A 



P,A 



P. A 



P. A 



MASUMOTO J ET AL: "Pyrin N-terininal 
homology domain- and caspase recruitment 
domain-dependent oligomerization of ASC." 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS. UNITED STATES 26 JAN 2001. 
Bd. 280, Nr. 3, 

26. Januar 2001 (2001-01-26), Seiten 
652-655, XP002213123 

ISSN: 0006-29 IX 
das ganze Dokument 

BERTIN J ET AL: "THE PYRIN DOMAIN: A 
NOVEL MOTIF FOUND IN APOPTOSIS AND 
INFLAMMATION PROTEINS" 
CELL DEATH AND DIFFERENTIATION, EDWARD 
ARNOLD, OXFORD, GB, 

Bd 12, Nr. 7, Dezember 2000 (2000-12), 
Seiten 1273-1274, XP008006072 

ISSN: 1350-9047 
das ganze Dokument 

FAIRBROTHER W J ET AL: "THE PYRIN DOMAIN: 
A MEMBER OF THE DEATH DOMAIN-FOLD 
SUPERFAMILY" 

PROTEIN SCIENCE, CAMBRIDGE UNIVERSITY 
PRESS, CAMBRIDGE, GB, 
Bd 9, Nr. 10, September 2001 (2001-09), 
Seiten 1911-1918, XP008006069 

ISSN: 0961-8368 
das ganze Dokument 

STAUB E ET AL: "The DAPIN family: a novel 
domain links apoptotic and interferon 
response proteins." 

TRENDS IN BIOCHEMICAL SCIENCES. ENGLAND 
FEB 2001, 

Bd. 26. Nr. 2, Februar 2001 (2001-02), 
Seiten 83-85. XP002213124 

ISSN: 0968-0004 
das ganze Dokument 

MARTINON F ET AL: "The pyrin domain: a 
possible member of the death domain-fold 
family implicated in apoptosis and 
Inflammation. " 

CURRENT BIOLOGY: CB. ENGLAND 20 FEB 2001, 
Bd. 11, Nr. 4, 

20. Februar 2001 (2001-02-20). Seiten 
R118-R120, XP002213125 

ISSN: 0960-9822 
das ganze Dokument 
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^Htemationales Aktenzeichen 
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Felrf I Bemerkungen zu den Ansprtichen. die sich als nicht recherchierbar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt: 



^ ' ^ wGH^ste^slchauf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet isl. nSmllch 

Obwohl die Anspruche 17-19 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 

menschli Chen/tier ischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 

grundete s1ch auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/Zusammensetzung. 

m 20—23 
wenffich'^auf Teile der internatlonalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daB eine sinnvoile Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. nSmlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE AN6ABEN PCT/ISA/210 



^' ' ^n^^ s'toh'^bei urn abhangige Anspruche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheltlidikert der Ertindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationale Recherchenbeh<Jrde hat festgesteilt, daB diese internattonale AnmeWung mehrere Erfindungen enthSIt: 



1 I — I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' — ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren Anspruche. 

o I — I Da far auerecherchierbaren Anspruche die Recherche ohneeinenArbeitsaufwan^ 

2- I 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die BehGrde nicht zur Zahiung einer sotehen Gebuhr aufgefordert. 



3 I — I Da der Anmekler nur einige der erforderlfchen zusatzllchen RecherchengebOhren rechtzeitig e"^'^*^^®^?'^** ®f ??If 

I I Internationale Recherchenberfcht nur auf die Anspruche. fOr die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4 in Der Anmekjer hat die erforderlichen zusatzllchen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. per /"^ernation^e Recher- 
^ Sfenbericht be^^ sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwahnte Erflndung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 



faBt: 



Anspruche 1-19 (tellweise) 

Bemerkungen hinsichUich eines Widerspnichs Die zusatzllchen GebOhren warden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I [ Die Zahiung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatl PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)){Juli 1998) 
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Internationales Aktenzeichen PCT£P 01 A2545 



WEITERE ANGABEN 



PCTilSA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr . : 20-23 



Anspruche 20-23 sind auf Verbindungen gerlchtet, die die spezifische 
Interaktion von PYD-Domanen zur intrazellularen Signal weiterleitung 
blockieren bzw. auf deren medizinische Verwendung. Da keine ausreichenden 
strukturellen Merkmale solcher Verbindung angegeben wurden, erscheint 
eine Recherche nicht moglich. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen. da6 Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise n^cht Gegen stand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). in 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also In der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, da6 die Patentanspruche nach frhalt des 
international en Recherchenberi chtes geandert wurden (Art. 19 PCT) Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpriiche vorlegt. 



3NSDOCID: <WO_0240eeaA3J_> 



Internationales Aktenzeichen PCTiEP 01 A2545 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



1. Anspruche: Erfindung 1: Anspruche 1-19 (tellwelse) 

DNA-Sequenz kodierend fiir menschliches Pyc Protein (SEQ ID 
NO: 2), Expressionsvektoren, Wlrtszellen, Genprodukt (SEQ ID 

NO: li, Antlkorper, Verfahren zur Isolierung des 

Genprodukts, Verfahren zur Expression des Genprodukts, 
medizinische Verwendung der DNA-Sequenz Oder des Genprodukts 



2. Anspruche: Erfindung 2: Anspruche 1-19 (tellwelse) 

DNA-Sequenz kodierend fur menschliches Pyrin Protein (SEQ ID 
NO: 4), Expressionsvektoren, Wirtszellen, Genprodukt (SEQ ID 
NO: 3), Antlkorper, Verfahren zur Isolierung des 
Genprodukts, Verfahren zur Expression des Genprodukts, 
medizinische Verwendung der DNA-Sequenz oder des Genprodukts 



3. Anspruche: Erfindung 3: Anspruche 1-19 (tellwelse) 

DNA-Sequenz kodierend fiir menschliches Pycard Protein (SEQ 
ID NO: 6), Expressionsvektoren, Wirtszellen, Genprodukt (SEQ 
ID NO: 5), Antikorper, Verfahren zur Isolierung des 
Genprodukts, Verfahren zur Expression des Genprodukts, 
medizinische Verwendung der DNA-Sequenz oder des Genprodukts 



4. Anspruche: Erfindungen 4-20: Anspruche 1-19 (tellwelse) 

analog fur DNA-Sequenzen mit SEQ ID NO: 8, 10, 12,... , 38, 
40 



5. AnsprQche: Erfindung 21: Anspruche 11-14, 17-19 (tellwelse) 

Genprodukt enthaltend eine Aminosauresequenz fiir eine 
PYD-Domane aus dem Pyrin-Protein der Maus (SEQ ID NO: 60, 
Pycard. mm), Antikorper, medizinische Verwendung des 
Genprodukts 

6. Anspruche: Erfindung 22: Anspruche 11-14, 17-19 (tellwelse) 

Genprodukt enthaltend eine Aminosauresequenz fOr eine 
PYD-Domane aus dem Pyrin-Protein der Ratte (SEQ ID NO: 61, 
Pycard. mm). Antlkorper, medizinische Verwendung des 
Genprodukts 



7. Anspruche: Erfindungen 23-26: Anspruche 11-14, 
17-19 (tellwelse) 



analog fiir Genprodukte mit SEQ ID NO: 63, 82, 83, 84 
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